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5SUMMARY 
Dendritic cells (DCs) are professional antigen presenting cells capable of initiating 
the immune response by activating naive T lymphocytes. In their last phase of 
differentiation called mature CD (mDCs), these cells present antigens captured in 
the areas of inflammation to lymphocytes in the lymph nodes. To carry out this role, 
mCDs must migrate through the afferent lymphatics to the lymph nodes. The 
chemokine receptor CCR7, which is expressed by mDCs, is key to direct these cells 
to the lymph nodes. Before, it has been shown that CCR7 relays intracellular 
signaling resulting in the extension of the survival of mDCs. However, the 
mechanisms used by this receptor to promote survival are not completely 
understood.  
AMPK (AMP-dependent Kinase) is a sensor of energy status that can detect changes 
in the AMP/ATP ratio. This enzyme responds to increased levels of AMP by inducing 
activation of catabolic and inhibition of anabolic pathways. In this thesis, it was 
investigated whether AMPK plays a role in CCR7-dependent regulation of survival in 
DCs.  
We first analyzed whether AMPK kinase played a pro-apoptotic or a pro-survival role 
in DCs. Reduction of AMPK levels using siRNA increases the survival of human 
mDCs. We suggest that AMPK induces specifically apoptosis because it promotes 
morphological and biochemical changes associated with this type of cell death. In 
this regard, AMPK induces nuclear pyknosis and fragmentation and as well as a 
caspase-dependent cell death that involves the specific activation of caspase-3. 
Activation of AMPK also induces apoptosis of DCs in vivo, as shown in experiments 
where apoptosis was analyzed in popliteal lymph nodes. The data presented 
indicate that AMPK may induce apoptosis in DCs through two mechanisms. First, 
AMPK may induce translocation of the transcription factor FOXO1 from the 
cytoplasm to the nucleus. Once in the nucleus, FOXO1 activates the transcription of 
the pro-apoptotic Bcl2 family member Bim. Second, AMPK inhibits the activity of the 
pro-survival kinase complex mTORC1.  
We also investigated the mechanism whereby CCR7 regulates AMPK activity in mat 
DCs. The data obtained show that CCR7 stimulation induced a rapid phosphorylation 
of AMPK at Ser485, a residue that inhibits the activity of this enzyme. The inhibition 
of AMPK activity was also supported by the decrease in the 
phosphorylated/activated form of the AMPK target Acetyl-CoA carboxylase. Studies 
using pharmacological inhibitors show that downstream of CCR7, Gαi and Gβγ
subunits of protein G mediate AMPK inhibition. Although it has been shown that the 
6kinases Akt, S6k and PKA are able to directly phosphorylate AMPK at Ser485 in 
several cell types, we show that these kinases are not involved in CCR7-dependent 
phosphorylation of AMPK in DCs. Instead, it was found that downstream of CCR7, 
MEK1/2 and ERK1/2 are the key kinases inducing, phosphorylation of AMPK on 
Ser485. Co-immunoprecipitation experiments showed that ERK and AMPK may be 
components of a signaling complex that induces phosphorylation/inhibition of 
AMPK. Proximity ligation assays (PLA) indicate that CCR7 stimulation of DCs induces 
proximity between ERK and AMPK (≤40 nm), consistent with the possibility of 
interaction between these molecules.  
In conclusion, the data presented, suggest that CCR7 uses the MEK/ERK/AMPK 
signaling pathway, in addition to the Akt pathway, as a complementary mechanism 
to switch-off pro-apoptotic signaling and to promote survival in DCs. Taken 
together, the data show that AMPK may be a new potential target to modulate the 
function of mat DC in the immune system. 
7RESUMEN EN ESPAÑOL 
Las células dendríticas son células presentadoras de antígenos profesionales 
capaces de activar a los linfocitos T vírgenes e iniciar la respuesta inmune 
adaptativa. En su fase final de diferenciación, denominada fase de CD maduras 
(CDms), estos leucocitos pueden migrar a través de los vasos linfáticos aferentes 
hasta los ganglios linfáticos, donde presentan los antígenos capturados en las áreas 
de inflamación a los linfocitos T. Las CDms maduras expresan el receptor de 
quimioquinas CCR7 que es fundamental para que estas células se dirijan a los 
ganglios linfáticos. En trabajos previos se mostró que la activación de CCR7 aumenta 
la supervivencia de las CDms, aunque los mecanismos de señalización que  regulan 
este proceso no se conocen por completo. 
AMPK (AMP-dependent Kinase) es una molécula considerada un “guardián 
energético” celular debido a que es capaz de detectar cambios en la proporción 
AMP/ATP. En respuesta a un aumento de los niveles de AMP, AMPK activa las rutas 
de señalización catabólicas e inhibe las anabólicas. En esta tesis se estudia la posible 
implicación de AMPK en la regulación de la supervivencia de las CDs mediada por 
CCR7. 
En primer lugar, analizamos si AMPK tiene un papel  inductor de la supervivencia o  
de la apoptosis en las CDs. La reducción de los niveles de AMPK con un siRNA 
provoca un aumento de la supervivencia de las CDms, lo que indica que AMPK 
induce muerte en las CDs. Se sugiere que la activación de AMPK provoca una 
muerte de tipo apoptótico porque morfológicamente implica procesos de picnosis y 
de fragmentación del núcleo y bioquímicamente depende de caspasas, implicando 
específicamente  a la caspasa-3. Los experimentos  en los que se analizó la 
supervivencia de las células en los ganglios linfáticos mostraron que AMPK induce 
apoptosis de las CDs in vivo. Además, los resultados obtenidos indican que AMPK 
induce la apoptosis de las CDs mediante al menos dos mecanismos. Primero, la 
activación de AMPK induce la translocación del factor de transcripción FOXO1 del 
citoplasma al núcleo. Una vez en el núcleo, FOXO1 activa la transcripción de la 
proteína pro-apoptótica Bim, miembro de la familia Bcl2. Segundo, la activación de 
AMPK inhibe la actividad del complejo pro-supervivencia mTORC1 en las CDs. 
También investigamos los mecanismos empleados por CCR7 para regular la 
actividad de AMPK en las CDms. Los resultados muestran que la estimulación de 
CCR7 induce una rápida fosforilación de AMPK en la Ser485, un residuo que inhibe la 
actividad de la enzima. Además, la estimulación de CCR7 también induce una 
8disminución en los niveles de fosforilación de AMPK en la Thr172 (posición 
activadora) y una disminución en la forma fosforilada/inhibida de la Acetil-CoA 
carboxilasa, una diana de AMPK. Además, los estudios con inhibidores 
farmacológicos muestran que la inhibición de AMPK está mediada por las 
subunidades Gαi y Gβγ de la proteína G. 
Aunque se ha descrito en diferentes tipos celulares que las quinasas Akt, S6k y PKA 
fosforilan  directamente a AMPK en la Ser485, mostramos que tras la estimulación 
de CCR7, ninguna de estas tres quinasas está implicada en la fosforilación de AMPK. 
En su lugar, los resultados indican que son MEK1/2 y ERK1/2 las quinasas clave en la 
inducción de la fosforilación de AMPK en la Ser485. En este sentido, los 
experimentos de co-inmunoprecipitación muestran que ERK y AMPK pueden ser 
componentes de un mismo complejo de señalización que induce la inhibición de 
AMPK. Además, los ensayos de ligación por proximidad (PLA) indican que la 
estimulación de CCR7 en las CDs induce la aproximación entre ERK y AMPK (≤40 
nm), lo que es consistente con la posibilidad de que estas dos moléculas 
interaccionen directamente. 
En resumen, la información presentada sugiere que CCR7 emplea, además de la ruta 
de Akt, también la ruta de señalización de MEK/ERK/AMPK como mecanismo 
complementario para apagar la señalización pro-apoptótica y promover la 
supervivencia de las CDs. En su conjunto,  los resultados presentados muestran que 
AMPK puede ser una  posible diana terapéutica para modular la función de las CDms 
y la respuesta inmune. 
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INTRODUCCIÓN
1- LAS CÉLULAS DENDRÍTICAS 
La respuesta inmune y las células dendríticas  
El sistema inmune (SI) constituye un sistema de defensa encargado de proteger al 
organismo frente a amenazas externas (e.g. bacterias, hongos, parásitos o virus) e 
internas (e.g. células tumorales).  
Clásicamente se distinguen dos tipos de inmunidad en el  sistema inmune, la 
inmunidad innata y la adaptativa. La función principal de la inmunidad innata es 
responder ante cualquier patógeno de manera rápida y relativamente inespecífica. 
En cambio, el sistema inmune adaptativo (linfocitos T y B) proporcionan una 
respuesta que se caracteriza por ser específica y por generar una memoria 
inmunológica que permite responder en futuros encuentros con patógenos 
similares de manera más rápida y eficaz 1. De esta manera, la inmunidad innata 
representa una primera línea de defensa del organismo que actúa capturando los 
antígenos, favoreciendo la reparación de la zona dañada y, en caso de ser necesario, 
activando a la inmunidad adaptativa mediante la presentación de los 
correspondientes antígenos. Recientemente se ha observado que existen células 
del sistema inmune innato que pueden poseer memoria inmunológica, lo que 
implica que la separación entre el sistema inmune innato y el adaptativo no es tan 
estricta como se pensaba 2, 3. Aunque la mayoría de las células del sistema inmune 
innato y algunos tipos de células epiteliales son capaces, en mayor o menor medida, 
de presentar antígenos a las células del sistema inmune adaptativo, las células 
dendríticas (CDs) son las presentadoras más eficaces y especializadas 1.
Las CDs actúan como centinelas del organismo, distinguen entre antígenos propios 
y no propios, y son capaces de presentar aquellos antígenos que suponen una 
amenaza para el organismo y activar a los componentes de la inmunidad adaptativa. 
Por tanto, las CDs constituyen un vínculo que conecta la inmunidad innata y la 
adaptativa 1. 
Ciclo biológico de las CDs 
Las CDs derivan de progenitores hematopoyéticos presentes en la medula ósea 
(Figura 1). Las CDs que se ubican en los tejidos periféricos se encuentran en un 
estado de diferenciación denominado “inmaduro”, de ahí que se las denomine CD 
inmaduras (CDi). En estas regiones, las CDis  desempeñan una labor de “centinela” 
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frente a diferentes “señales de peligro” para el organismo, como patógenos o 
citoquinas producidas en respuesta a traumas o daños tisulares. Al mismo tiempo, 
las CDis  mantienen la tolerancia inmune frente a las proteínas propias, impidiendo 
que las células del sistema inmune ataquen elementos del propio organismo 4. Las 
CDs captan señales de peligro mediante receptores específicos como los Toll-like 
Receptors (TLRs) y otros receptores que son capes de detectar DAMPS (danger-
associated molecular patterns) en las zonas de inflamación. 
Las CDis también presentan  receptores de quimioquinas inflamatorios (CCR1, CCR2, 
CCR5, CCR6 y CXCR1) que dirigen a estas células hacia el foco de la infección donde 
se expresan las quimioquinas inflamatorias 5, 6. Además, las CDis poseen una elevada 
capacidad para internalizar y procesar antígenos procedentes de patógenos que 
capturan mediante macropinocitosis, fagocitosis o endocitosis mediada por 
receptores 7 .  
Para que las CDs puedan promover la activación de los linfocitos T y, por tanto, el 
inicio de la respuesta inmune adaptativa deben experimentar un proceso de 
diferenciación denominado maduración. Este proceso que convierte a las CDis en 
CDs maduras (CDm) confiere a estas últimas células unas características fenotípicas 
que les permiten activar con gran eficiencia a los linfocitos T 8, 9.  
Los TLRs que captan las señales de peligro en el entorno de las CDis, también 
promueven su maduración. A medida que las CDs maduran pierden la expresión de 
los receptores de quimioquinas inflamatorios y la capacidad fagocítica, aunque 
mantienen la capacidad endocítica mediada por receptores 10. Por el contrario, 
incrementan los niveles de las moléculas presentadoras de antígenos MHC-I y MHC-
II (HLA-I y HLA-II en humanos), de las moléculas coestimuladoras (CD40, CD80 y 
CD86) y del receptor de quimioquinas CCR7 5, 6, 11, 12. Este receptor  promueve la 
migración de las CDms hacia los ganglios linfáticos guiadas por un gradiente de sus 
ligandos: las quimioquinas CCL21  y CCL19  13 14. Una vez en los ganglios las CDms se 
dirigen hacia las zonas T donde presentan los antígenos capturados en las zonas 
periféricas a los linfocitos T vírgenes. Aquellos linfocitos cuyo TCR reconozca el 
antígeno presentado por la CDm, interaccionará con la CD formando una estructura 
de contacto denominada sinapsis inmunológica que induce la activación del linfocito 
T  15. Una vez activado, el linfocito experimenta un proceso de proliferación seguido 
de su migración hacia la zona de daño o infección donde la CD captó originalmente 
el antígeno. 
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2- APOPTOSIS 
La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que se observa en los 
procesos de desarrollo y envejecimiento y de manera homeostática en las células de 
los diferentes tejidos del organismo 16. La apoptosis también se induce como 
respuesta frente a diferentes agresiones incluyendo procesos infecciosos, daño 
celular o intoxicaciones por agentes externos. 
Durante la primera fase de la apoptosis se producen cambios morfológicos en la 
célula que incluyen una reducción del tamaño celular, la formación de 
protuberancias (“blebs”) en la membrana plasmática y condensación y 
fragmentación nuclear 17. En una segunda fase se forman cuerpos apoptóticos, que 
son trozos de citoplasma rodeados por un fragmento de membrana plasmática que 
mantiene su integridad e impide que su contenido se vierta al exterior. En el interior 
de los cuerpos apoptóticos se empaquetan orgánulos y en ocasiones fragmentos de 
ADN. Estos cuerpos finalmente son captados y eliminados por células fagocíticas 
como los macrófagos. Debido a que durante el proceso apoptótico el contenido 
citoplásmico no se libera al exterior  la muerte celular no conduce a un proceso 
inflamatorio como  es el caso, en cambio, de la necrosis 18, 19.
Desde un punto de vista bioquímico  la destrucción celular que supone la apoptosis 
requiere de la activación de  un grupo de cistein proteasas denominadas caspasas. 
Estas proteasas son sintetizadas en forma de precursor o zimógeno, que carece de 
capacidad enzimática, y que debe ser proteolizado para que adquiera actividad 
enzimática. La activación de los zimógenos puede llevarse a cabo por otras caspasas 
ya activadas o, como en el caso de la caspasas 8 y 9, por proximidad y dimerización 
de varias moléculas de zimógenos 20. 
Tipos de apoptosis 
En función de la naturaleza del estímulo inductor de la apoptosis, ésta puede ser 
clasificada como intrínseca o extrínseca. 
La apoptosis extrínseca es aquella inducida por señales extracelulares que se 
transmiten a través de receptores de membrana. Estas señales pueden ser ligandos 
como FASL o TNFα que inducen muerte 21. Este tipo de apoptosis lleva a una 
activación de las caspasas -8, 9 ó 10 (caspasas iniciadoras), que son capaces de 
autoactivarse y que inician una cascada que termina con la activación de las 
caspasas efectoras -3, -6 o -7. Finalmente, las caspasas efectoras llevan a cabo la 
proteolisis de múltiples sustratos (figura 1). 
La apoptosis intrínseca (o mitocondrial), en cambio, es el resultado de un proceso 
de estrés intracelular que puede ser provocado por daño en el ADN, estrés 
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oxidativo, exceso de calcio citosólico o la acumulación de proteínas  plegadas de 
manera anómala, entre otros, que impactan sobre la mitocondria. 
Los diferentes estímulos pro-apoptóticos resultan en diferentes cascadas de 
señalización que confluyen en la mitocondria y que pueden conducir a la 
permeabilización de la membrana externa mitocondrial (MOMP) 22. Del mismo 
modo, existe otra amplia red de rutas de señalización de supervivencia que también 
convergen a nivel de la mitocondria y previenen la formación del MOMP. De esta 
manera, el destino final de la célula será el resultado del balance entre ambos tipos 
de señalización, desencadenándose aquel tipo de respuesta, pro- o anti-apoptótica, 
que sea predominante 21. En caso de prevalecer las señales pro-apoptóticas el 
proceso prosigue con el MOMP, que provoca la anulación del potencial de 
membrana mitocondrial y por tanto la detención de la síntesis de ATP mitocondrial. 
La permeabilización de la membrana externa mitocondrial también desencadena la 
liberación del componentes del espacio intermembrana de la mitocondria, como el 
citocromo c al citosol 22. El citocromo c en el citosol activa a la proteína APAF1 y 
junto a ella participa en  la formación del apoptosoma, un complejo multiproteico 
que incluye a la caspasa 9 que, al oligomerizar, induce su activación 23. La activación 
de esta caspasa iniciadora da lugar finalmente a la activación de las caspasas 
efectoras, entre las que se incluyen la caspasa 3. Además del citocromo c, la 
permeabilización mitocondrial libera otras proteínas como la endonucleasa G que 
puede fragmentar el DNA y mediar una apoptosis independiente de caspasas 24.  
Muchas de las rutas de la apoptosis intrínseca que confluyen en la mitocondria 
están mediadas por proteínas de la familia Bcl-2. Hasta la fecha se han descrito unos 
25 miembros de esta familia que se dividen funcionalmente en dos grandes grupos 
dependiendo de si inhiben la apoptosis (pro-apoptóticas) o la inducen  (anti-
apoptóticas). Los miembros anti-apoptóticos de esta familia suelen encontrarse en 
el citoplasma, y entre ellos destacan Bcl-2 y Bcl-xl. En cambio, los componentes pro- 
apoptóticos de la familia suelen encontrarse asociados a membrana y entre ellos se 
encuentran Bim, Bad, Bax y Bak.  
El grupo de las proteínas anti-apoptóticas lleva a cabo su función mediante la 
inhibición de los componentes pro-apoptóticos 25. A su vez, los miembros pro-
apoptóticos pueden actuar promoviendo directamente la apoptosis al aumentar la 
permeabilidad de la membrana mitocondrial o bien uniéndose a las proteínas anti-
apoptóticas e impidiendo que éstas lleven a cabo su función. Bim, por ejemplo, 
actúa úniendose a Bax y desplazando a Bcl-xl que se encuentra inhibiendolo. 
Además Bim provoca en Bax un cambio conformacional que permite su 
translocación del citosol a la mitocondria e inserción en la membrana externa donde 
es capaz de oligomerizar y formar poros  que induncen la permeabilización de la 
membrana mitocondrial26.   
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Figura 1: Tipos de apoptosis. La apoptosis puede ser de tipo intrínseco (mitocondrial) o 
extrínseco (dependiente de receptores de muerte) en función de la naturaleza de los 
estímulos que la activan. La apoptosis intrínseca se desencadena en respuesta a un estrés 
intracelular que provoca una alteración en el equilibrio de las proteínas de la familia Bcl-2, 
produciéndose una inhibición de los componentes anti-apoptóticos y favoreciendose la 
actividad de los componentes pro-apoptóticos. Los miembros pro- y anti-apoptóticos de la 
familia Bcl2 impactan sobre Bax y Bak que controlan la integridad de la membrana 
mitocondrial. Cuando Bax y Bak son activados se translocan a la membrana externa 
mitocondrial donde forma poros que favorecen la permeabilización de dicha membrana y la 
inhibición del potencial transmembrana mitocondrial. Como consecuencia de la 
permeabilización mitocondrial se libera al citoplasma el contenido del espacio intermembana 
que incluye el citocromo c y la endonucleasa G. La endonucleasa G se transloca al núcleo 
donde promueve un tipo de apoptosis independiente de caspasas mediante la fragmentación 
del ADN. La liberación de citocromo c induce un tipo de apoptosis dependiente de caspasas al 
promover la formación del apoptosoma que culmina con la activación de la caspasa iniciadora 
-9 y la posterior cascada de caspasas efectoras. La apoptosis extrínseca se produce en 
respuesta a la señalización de ligandos externos a través de los receptores transmembrana de 
la célula. Tanto la apoptosis intrínseca como la extrínseca son dependientes de caspasas en la 
que la activación del receptor induce rápidamente la activación de una caspasa iniciadora (-8, -
9 o -10) y posteriormente de las caspasas efectoras que culminan con la muerte celular. Figura 
modificada a partir de Galluzzi et all 2012 
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Apoptosis en CDs 
La longevidad de las células dendríticas juega un papel fundamental en la respuesta 
inmune. La vida media de las CDs suele ser relativamente corta, aunque se observan 
diferencias entre los diferentes subtipos a otros 27, 28.  A pesar de que todavía se 
desconoce el significado de estas diferencias, se sabe que, en general, a medida que 
aumenta la vida media de las CDs mejora la respuesta inmune 29, 30. Su supervivencia 
está altamente regulada ya que el incremento de su vida media, incrementar la 
probabilidad de los encuentros con los linfocitos en el ganglio y por tanto la 
inmunidad adaptativa. Sin embargo, la longevidad de las Ds debe mantenerse 
dentro de ciertos límites ya que se ha observado que tanto la falta de CDs maduras 
como la presencia de CDs con vidas artificialmente prolongadas llevan a la aparición 
de procesos de autoinmunidad 29, 31-34. Por un lado, se han detectado deficiencias en 
la apoptosis de las CDs de algunos pacientes con síndrome linfoproliferativo 
humano autoinmune y por otro, la inmunosupresión inducida por sepsis se ha visto 
asociada a procesos de apoptosis en CDs mediados por caspasa 3, tanto en humano 
como en ratón 35, 36. Además, se ha descrito que en la inmunoterapia antitumoral 
con CDs, solo el 5-6% de las CDs inyectadas a los pacientes llegan finalmente a los 
ganglios linfáticos, mientras que no está claro el destino del otro 95%, que 
probablemente mueren en la zona de inyección donde podrían estar induciendo 
tolerancia 37. Todo ello sugiere que el estudio de los mecanismos que regulan la 
supervivencia de las CDm puede ser de gran utilidad para el desarrollo de 
estrategias que permitan modular la longevidad de estas células y mejorar así la 
respuesta inmunitaria. 
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3- QUIMIOQUINAS 
Las quimioquinas son una superfamilia de citoquinas quimiotácticas (Mr 7,5-10 KDa)  
que incluye a unos 50 miembros en humanos y que tienen una gran importancia en 
la regulación del tráfico leucocitario 38. Las quimioquinas presentan una estructura 
terciaria altamente conservada consistente en un extremo N-terminal flexible que 
contiene cuatro cisteinas que forman dos puentes disulfuro, seguido de tres laminas 
β antiparalelas y una α-hélice en el extremo C-terminal 39.  
En función del papel que desempeñan en la respuesta inmune las quimioquinas se 
pueden dividir entre inflamatorias, que son inducidas y se expresan en situaciones 
de inflamación, y las homeostáticas, que se sintetizan de manera constitutiva y en 
condiciones de homeostasis. Además, existen quimioquinas  que presentan una 
doble función y pueden producirse de manera homeostática en algunos contextos e 
inducirse en condiciones inflamatorias. 
También se pueden clasificar atendiendo a criterios estructurales basándose en la 
posición relativa de las dos primeras cisteínas del extremo N-terminal. Se han 
descrito cuatro clases de quimioquinas: CC, CXC, XC y CX3C; donde C hace referencia 
a un residuo de cisteina conservado y X puede ser cualquier otro aminoácido. Las 
quimioquinas de tipo CC tienen las dos cisteínas consecutivas mientras que las de 
tipo CXC y CX3C poseen uno o tres aminoácidos entre ambas cisteínas 
respectivamente. Por último, las quimioquinas de tipo XC solo tienen dos de las 
cuatro cisteinas que se corresponden con la segunda y la cuarta de los otros grupos. 
Basándose en este sistema de clasificación en 2001 se introdujo un sistema de 
nomenclatura que emplea el grupo al que pertenece la quimioquina, seguido por 
una L (de ligando) y un número 40. 
Las quimioquinas pueden formar monómeros, dímeros y oligómeros. Algunas, son 
funcionales tanto en su estado monomérico como en su estado dimérico, mientras 
que otras solo son funcionales en una de las dos situaciones. Además, las 
quimioquinas también pueden formar heterodímeros 38. 
Las quimioquinas CCL19 y CCL21 
Como se mencionó anteriormente las CDs migran hasta los ganglios linfáticos en 
respuesta a gradientes de las quimioquinas homeostáticas CCL19 y CCL21, cuyo 
receptor es CCR7. 
CCL21 tiene un peso molecular de 14,5 KDa y se caracteriza por tener seis cisteínas 
en vez de las cuatro que tienen típicamente las quimioquinas. Además posee una 
cola polibásica en su extremo C-terminal que le permite unirse a 
glicosaminoglicanos y formar un gradiente quimiotáctico estacionario sobre la 
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matriz extracelular 41. En ratón, como consecuencia de una duplicación génica 
existen dos variantes funcionales de CCL21 que se diferencian en el aminoácido 
presente en la posición 65 de la proteína: CCL21-Leu y CCL21-Ser. CCL21-Leu contiene 
una leucina en dicha posición y se expresa en los vasos linfáticos de los órganos no 
linfoides como son el corazón o la piel 42. Por el contario, CCL21-Ser (con una serina 
en la posición 65) se expresa en las vénulas del endotelio alto, en las células 
estromales del área T de los ganglios linfáticos y en las células epiteliales de la 
médula del timo 43 En humanos, CCL21 tiene un patrón de expresión parecido al del 
ratón, con la diferencia de que CCL21 no se expresa en las vénulas del endotelio alto 
y  sólo existe el gen que codifica para la forma CCL21-Leu 42, 44. 
CCL19 posee un peso molecular más reducido que CCL21 (11 KDa) con el que 
comparte un 32% de homología en su secuencia peptídica, pero carece de la 
extensión polibásica del extremo C-terminal. En homeostasis CCL19 se expresa sólo 
en las células reticulares del área T de los ganglios y en las células epiteliales de la 
médula del timo. CCL19 también puede ser sintetizada por las CDs maduras que 
llegan a los ganglios, por lo que potencialmente podría servir de fuente adicional de 
CCL19, que podría incrementar el número de CDs que llegan a los ganglios linfáticos  
45. Sin embargo,  experimentos realizados con CDs obtenidas de ratones KO para 
CCL19, indican que la ausencia de CCL19 no afecta a la migración o maduración de 
las CDs 46. Se ha sugerido que CCL19 pudiera regular la migración quimiotáctica en el 
ganglio frente a CCL21 que, debido a su capacidad para unirse a los glycosaminao 
glicanos, podría regular adhesión y migración haptotáctica 47. 
El patrón de expresión de CCL19 y CCL21 permite que las CDs que expresan CCR7 
puedan migrar con eficiencia hacia los ganglios linfáticos. Tras alcanzar la zona T de 
los ganglios linfáticos, las CDs llevan a cabo su función de presentación antigénica y 
activación de los linfocitos T.  
CCL19 y CCL21 son también ligandos de un segundo receptor decoy: CCR11 (también 
llamado CCx-CKR1) que es expresado por las células reticulares de los ganglios 
linfáticos, las células epidérmicas y las células epiteliales del timo 48. Este receptor 
secuestra sus ligandos para limitar su accesibilidad a otros receptores y parece tener 
un papel importante en el desarrollo y selección de los linfocitos T o durante 
procesos inflamatorios en los que se incrementan los niveles de CCL19 o CCL21 48, 49.  
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4- CCR7  
Estructura 
CCR7 pertenece a la superfamilia de los receptores transmembrana 
heptahelicoidales acoplados a proteínas G. Como todos los miembros de esta 
superfamilia, CCR7 contiene siete dominios transmembrana, con su región N-
terminal y tres bucles hacia el exterior de la célula y la región C-terminal y otros tres 
bucles hacia el citoplasma. Al igual que ocurre con las quimioquinas, los receptores 
acoplados a proteínas G también pueden encontrarse en forma dimérica 38. Cuando 
estos receptores son activados interaccionan con las proteínas G y las activan.  
Las proteínas G son proteínas heterotrímericas que están formadas por las 
subunidades α, β y γ.  Existen 21 isoformas de la subunidad α que se clasifican 
agrupándolas en cuatro familias (αs, αi, αq/11 y α12/13), 6 isoformas de la subunidad 
β y 12 de la subunidad γ que se pueden combinar entre sí 50. La subunidad α tiene 
actividad GTPasa y en su estado inactivo se encuentra unida a las subunidades β y γ, 
al mismo tiempo que une una molécula de GDP. La activación de la proteína G 
provoca que la subunidad α libere el GDP y una GTP, así como su disociación de las 
subunidades β y γ, que forman un dímero muy estable que actúa como una única 
unidad funcional independiente de la subunidad α 51. Tras este proceso tanto la 
subunidad  por un lado, como el dímero de subunidades , por otro, actúan de 
manera independiente para regular la señalización intracelular desde el receptor.  
Los receptores de quimioquinas reciben su nombre según la subfamilia de 
quimioquinas que unen (C, CC, CXC, CX3C) seguido de la letra “R” y un número que 
se asignó atendiendo al orden cronológico en que fue identificado 40. 
La actividad de los receptores acoplados a proteínas G puede ser regulada a través 
de un proceso de desensibilización. Este mecanismo que se desencadena en 
respuesta a una exposición prolongada y/o repetida a su ligando se produce 
mediante la fosforilación del receptor en su extremo C-terminal por las proteínas 
GRK (G-receptor coupled  kinase), PKA o PKC. Esta fosforilación promueve la unión 
de β-arrestina impidiendo su interaccion con la proteína G y la posterior señalización 
intracelular 52.  El complejo formado por el receptor unido a la arrestina es dirigido 
hacia vesículas de clatrina, donde es internalizado y puede ser redirigido hacia los 
lisosomas para ser degradado o puede ser reciclado, mediante su desfosforilación, y 
redirigido de nuevo a la membrana 53, 54.   
Aunque CCL19 y CCL21 se unen con afinidades parecidas a CCR7, se ha comprobado 
que pueden regular algunas funciones de manera diferente. Por ejemplo, estudios 
con células HEK293 muestran como la estimulación del receptor CCR7 con CCL19 
induce la fosforilación, mediada por GRK3 y GRK6, del receptor y, posteriormente, 
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su internalización y desensibilización. La estimulación con CCL21 en cambio induce la 
fosforilación sólo por GRK6 55. 
En condiciones homeostáticas CCR7 se expresa en células del sistema inmunitario. 
Además de en las CDs maduras, se expresa en linfocitos B vírgenes, varias 
poblaciones de linfocitos T (timocitos dobles negativos y dobles positivos, linfocitos 
T vírgenes, T reguladores y una subpoblación de memoria central), macrófagos, 
neutrófilos y la población CD16- de linfocitos NK 43, 56, 57. Además, en algunos tipos de 
cánceres como el melanoma y el cáncer de mama es común encontrar altos niveles 
de CCR7 que se asocian con metástasis y un peor pronóstico de la enfermedad 58, 59. 
Papel en el organismo: 
En ratones knockout (KO) de CCR7 se han detectado numerosas alteraciones, entre 
las que se incluyen:  
Arquitectura aberrante de los órganos linfoides. 
Deficiencias en la migración hacia los ganglios linfáticos de las CDs y de varias 
poblaciones de linfocitos T que expresan CCR7. 
Desarrollo de estructuras linfoides ectópicas, sobre todo en zonas de mucosa. 
Debido a que las células no migran eficientemente hacia los ganglios linfáticos, se 
acumulan en los tejidos periféricos y formar estructuras ectópicas 60. 
Retraso en la inducción de la respuesta inmune adaptativa. Como ya se explicó 
previamente, para que se desencadene una respuesta inmune adaptativa completa 
y eficiente es necesario que las CDs migren a los ganglios linfáticos y lleven a cabo la 
presentación antigénica y la activación los linfocitos T vírgenes 61. 
Problemas en la diferenciación y la maduración de los linfocitos. CCR7 juega un 
papel importante a diferentes niveles de la diferenciación de los linfocitos. En 
ausencia de CCR7 se produce un bloqueo en el desarrollo de los timocitos en su 
estado DN1-DN2 y un proceso de selección negativa defectuoso62. 
Disminución de la tolerancia central y periférica. La pérdida de tolerancia central se 
puede deber a los problemas en la selección negativa de los linfocitos. La tolerancia 
periférica, se ve afectada entre otros motivos porque los linfocitos T reguladores 
ven disminuida su capacidad de inducción de tolerancia 63
Autoinmunidad espontánea. Los problemas de tolerancia central y periférica, junto 
con la acumulación de células inmunológicas en la periferia, da lugar a un aumento 
de la incidencia de enfermedades autoinmunes en estos ratones 64.  
Todos estos efectos señalan el importante papel de CCR7 durante la respuesta 
inmune. 
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5- RUTAS DE SEÑALIZACIÓN REGULADAS POR CCR7
 Además de activar la quimiotaxis, la estimulación de CCR7 CCR7 aumenta la 
velocidad migratoria, regula la citoarquitectura celular, activa la endocitosis, induce 
supervivencia y potencia la maduración de las CDs 65-69. Durante los últimos años 
nuestro laboratorio ha   estudiado las rutas de señalización empleadas por CCR7 
para regular la supervivencia, la endocitosis, la citoarquitectura, la quimiotaxis, y la 
velocidad migratoria. Como se puede ver en la figura 2 estas rutas de señalización 
se agrupan en módulos aparentemente independientes entre sí.  
Módulo de regulador de la dinámica de la actina
La endocitosis, la velocidad migratoria y la citoarquitectura están degulados por un 
módulo que controla la dinámica de la actina. CCR7 activa este módulo a través de 
las proteínas G de la subfamilia Gαi que activa a la quinasa MST1 y posteriormente a 
la GTPasa RhoA, Gα13 también media la activación de RhoA (figura 2). RhoA a su vez 
controla las quinasas ROCK y PYK2. ROCK, una vez activado, fosforila y activa 
directamente a la MLC e inhibe a la fosfatasa MLCP. Por otro lado ROCK también 
puede mediar la fosforilación/inhibición de la cofilina a través de LIMK, aunque la 
cofilina también es inhibida por la quinasa PYK2 65, 70.  
Módulo regulador de la supervivencia
Este módulo está regulado por la proteína G Gαi, la quinasa de lípidos PI3K y la Ser-
Thr quinasa Akt 69. Akt regula viarias vías, por un lado, inhibe las rutas pro-
apoptóticas de la CDs, fosforilando/inhibiendo a la quinasa proapoptótica GSK3 y el 
factor de transcripción pro-apoptótico FoxO 71. Por otro lado, Akt también estimula 
la supervivencia activando al factor de transcripción inductor de supervivencia NF-
κB que induce la transcripción de Bclxl, que promueve supervivencia 69. Por último, 
Akt activa otra ruta a través de mTORC1 que regula la actividad de 4EBP1 y S6K, que 
promueven la síntesis de proteínas y, por tanto, la supervivencia celular (figura 2).  
- PI3K (PhosphoInositide 3-Kinase) engloba a una familia de quinasas que se 
caracterizan por ser capaces de fosforilar fosfoinosítidos (PIs) en la posición 3’
OH de su anillo de inositol 72. Los PIs susceptibles de ser fosforilados por PI3K 
son PI, PI(4)P y PI(4,5)P2 que generan PI(3)P, PI(3,4)P2 o PI(3,4,5)P3
respectivamente. Los PIs fosforilados actúan como segundos mensajeros 
puesto que constituyen nuevos sitios de unión para aquellas proteínas que 
poseen dominios PH, FYVE o PX entre otros 73. 
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- Akt (también conocida como PKB) es una serina/treonina quinasa que posee un 
extremo N-terminal con un dominio PH de unión a PI(3,4)P2 y a PI(3,4,5)P3.  Se 
activa por fosforilación de dos residuos, uno próximo a la región responsable de 
actividad catalítica (Thr308) y otro en el extremo C-terminal (Ser473) 74. La 
presencia del dominio PH, permite que Akt se acumule en la membrana en las 
zonas de activación de PI3K lo que favorece su activación de dos maneras. Por 
un lado, la unión de Akt a los PIs fosforilados de la membrana provoca un 
cambio conformacional que expone los dos residuos susceptibles de 
fosforilación. Por otro, la fosforilación en la Thr308 se lleva a cabo por la 
quinasa  PDK1, que también posee un dominio PH, y por tanto también se 
acumula en las zonas de activación de PI3K, lo que posibilita la proximidad entre 
PDK1 y Akt 75.Además. para que Akt complete su activación es necesario que 
Figura 2.  CCR7 y sus rutas de señalización. Las rutas de señalización activadas por CCR7 se 
agrupan en módulos aparentemente independientes entre sí para regular diferentes funciones. 
El módulo de supervivencia está controlado por la ruta de PI3K, Akt, NF-kB y mTORC1 que se 
encuentran inhibiendo a su vez al módulo de apoptosis compuesto por GSK3, FoxO y Bim. El 
módulo de regulación de la quimiotaxis incluye la ruta de las MAPK con p38 por un lado y 
MEK1/2 y ERK ½ por otro. Por último, el módulo de regulación de la dinámica de la actina está 
controlado por Mst1, RhoA, PYK2, cofilina y MLC que regulan la velocidad migratoria, la 
citoarquitectura y la endocitosis.
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también sea fosforilada en la Ser473 por el complejo mTORC2 76. Aunque las 
fosforilaciones en la Ser473 y la Thr308 son las más conocidas y estudiadas 
recientemente se han descrito fosforilaciones en otras posiciones que también 
pueden incrementar la actividad de Akt. Por ejemplo, la fosforilación en la 
Tyr176 permite que Akt se una a los ácidos fosfatídicos de la membrana 
plasmática y de esta manera permite la activación de Akt de manera 
independiente de PI3K. Además, Akt también puede ser fosforilada en las 
tirosinas 215, 315, 326 y 474 77. 
- GSK3 (glycogen synthase kinase 3) es una de las múltiples dianas de Akt. Existen 
dos isotipos de GSK3 (GSK3α y GSK3β) que presentan un alto grado de 
homología pero que difieren en su funcionalidad. La quinasa GSK3 se 
encuentra basalmente activada en mamíferos, debido a que en estado basal la 
enzima se encuentra fosforilada en la posición activadora Tyr216. Por otro lado, 
GSK3 puede ser inhibida mediante su fosforilación en la Ser9 por Akt, PKA, PKC, 
p70S6K (S6K) o p90RSK (RSK)  78 79. 
- FoxO (Forkhead bOX O) constituye una familia de factores de transcripción que 
en mamíferos posee cuatro representantes (FoxO1, FoxO3, FoxO4 y FoxO6) 
que poseen en común un motivo “winged hélix” de unión a DNA. FoxO puede 
encontrarse tanto en el citoplasma como en el núcleo a donde transloca para 
regular la transcripción de diferentes dianas. La translocación núcleo-citoplasma 
de FoxO está regulada por fosforilación. Una de las modificaciones más 
estudiadas es la fosforilación en la Ser256 de FoxO1, mediada por AKT, que 
provoca su translocación al citoplasma y su posterior ubiquitinación y 
degradación en el proteasoma 80, 81. La familia de proteínas FoxO regula 
procesos celulares tan variados como la diferenciación, el crecimiento, el 
metabolismo, el ciclo celular y la supervivencia. FoxO regula la supervivencia 
actuando a dos niveles; por un lado, modula la expresión de algunos ligandos 
de receptores de muerte (por ejemplo FasL) que actúan induciendo apoptosis 
de manera paracrina 82, 83. Por otro lado, FoxO también puede regular la 
expresión de proteínas de la familia Bcl-2, como la proteína pro-apoptótica Bim 
84. 
- NF-B (Nuclear Factor-B) es el nombre general que reciben los factores de 
transcripción formados por proteínas de unión a DNA de la familia Rel. En 
mamíferos esta familia incluye a cinco miembros, RelA (p65), RelB, c-Rel, NFκB1 
(p105/p50) y NF-κB2 (p100/p52); que comparten un dominio RHD (Rel homology 
domain) que les permite asociarse entre sí para formar homo- y heterodímeros 
85. En su estado inactivo los dímeros de NF-B se encuentran en el citoplasma 
unidos a IB. En respuesta a una señal activadora IB es fosforilado, 
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ubiquitinado y degradado en el proteasoma. Una vez libres, los dímeros de NF-
B translocan al núcleo donde regulan la transcripción de sus genes diana. La 
actividad de NF-B también se regula por fosforilación. Aunque NF-B puede 
ser fosforilado en múltiples posiciones, la fosforilación más estudiada es la que 
está mediada por PKA y MSK1 en la Ser276, que tiene un efecto inhibitorio sobre 
la transcripción de muchas de las dianas de NF-B 86, 87. NF-B está implicado en 
multitud de procesos como la proliferación, el ciclo celular, la diferenciación o la 
apoptosis gracias a que regula la expresión de un gran número de genes que 
incluyen a las proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 y Bcl-xl. 
- mTORC1 (mechanistic target of rapamycin complex 1) es una de las dianas de 
Akt claves en la regulación del metabolismo. La quinasa mTOR puede funcionar  
como componente de dos complejos multiproteicos distintos denominados 
mTORC1 y mTORC2 que difieren en su composición, regulación y función 88. El 
complejo mTORC1 incluye, además de mTOR, Raptor, mLST8 y dos inhibidores 
endógenos del propio complejo, PRAS40 y DEPTOR 89-92. A través de sus dianas 
S6K (p70 ribosomal s6 kinase) y 4E-BP (eukaryotic translation initiation factor 
4E-Binding Protein 1), mTORC1 estimula la síntesis de proteínas, lípidos y ácidos 
nucleicos, así como promueve la producción de ATP, e induce supervivencia88, 
93, 94. 
Módulo regulador de la quimiotaxis  
Esta ruta intracelular está mediada por la proteína Gαi que activa dos rutas de MAPK 
(Mitogen-activated protein kinases), una a través de MEK1/2 y ERK1/2 y otra a través 
de p38 que controlan conjuntamente la actividad de JNK 65 (figura 2). 
- MEK (Mitogen/Extracellular signal-regulated Kinase) también conocido como 
MKKK (MAP kinase kinase kinase) constituye una familia de 7 enzimas con un 
peso molecular de entre 43 y 50 KDa y una actividad quinasa dual capaz de 
fosforilar residuos de tirosina y treonina. De entre todas ellas MEK1 y MEK2 
(MEK1/2) destacan por su alto grado de homología (80% de homología total y un 
90% de homología en el dominio quinasa) y están compuestas por 393 y 400 
aminoácidos respectivamente. Se trata de dos enzimas muy selectivas ya que 
tienen dos únicos sustratos conocidos, las quinasas ERK1 y ERK2 (ERK1/2). 
MEK1/2 poseen una región N-terminal de unos 70 aminoácidos multifuncional 
que posee un segmento de interacción con su sustrato, una secuencia de 
exportación nuclear y un segmento auto-regulador que estabiliza la 
conformación inactiva de la enzima; un dominio quinasa de unos 290 residuos 
que contiene la región de activación de la proteína y un extremo C-terminal de 
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unos 30 aminoácidos 95. Además, MEK1/2 tienen la capacidad de asociarse entre 
sí formando homo- y heterodímeros 96, 97.  
La actividad de MEK1/2 se regula fundamentalmente mediante fosforilaciones. 
La activación de la variante humana de MEK1  requiere que ésta sea fosforilada 
por Raf en la Ser218 y la Ser222 (Ser222 y 226 en MEK2) 98, 99. Cuando estas dos 
fosforilaciones van acompañadas de la fosforilación en la Thr298 por PAK1 (p-21-
activated kinase-1) se promueve la asociación de MEK1 con ERK1/2, favoreciendo 
la activación de este último 100, 101.  
También se han  descrito una serie de fosforilaciones inhibitorias como son la 
Thr286 y la Thr292, ambas sustratos de Cdc2 y de ERK 102, 103. La fosforilación de 
la Thr292 por ERK bloquea la fosforilación activadora en la Thr298 de MEK1 por 
PAK1, al mismo tiempo que dificulta la capacidad de MEK1/2 para formar 
heterodímeros lo que afecta negativamente a la actividad de MEK1/2 97, 104. De 
esta manera se establece un mecanismo de regulación por retroalimentación 
negativa entre ERK1/2 y MEK1. A pesar de que la Thr292 está presente sólo en 
MEK1, la regulación a través de la fosforilación de esta posición afecta también 
a la actividad de MEK2. La fosforilación de MEK1 en la Thr292 también reduce la 
actividad de MEK2, mientras que la ausencia de MEK1 provoca una activación 
prolongada de MEK2 y ERK1/2 97. Por último, es importante comentar que para 
que MEK1/2 puedan interaccionar con sus proteínas reguladoras y con sus 
proteínas diana necesita la presencia de proteínas adaptadoras como KSR1/2. 
Existe una amplia gama de inhibidores frente MEK1/2. En esta tesis se emplean 
dos: PD0325901 y UO126. Ambos tienen capacidad de atravesar la membrana 
plasmática de las células y destacan por su alta especificidad. Inhiben a MEK1/2 
de manera no-competitiva impidiendo que se produzca la fosforilación de su 
diana ERK1/2. 
- ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1 y 2) forman parte de la familia de 
las MAP quinasas. Se trata de una familia de serina/treonina quinasas que 
incluyen a las ERK (ERK1-8), JNK (JNK1-3) y p38 MAP quinasas (p38α/β/γ/δ). 
ERK1 y ERK2 se expresan ubicuamente, comparten la mayor parte de sus 
funciones y tienen un 84% de homología, difiriendo principalmente en su región 
N-terminal donde ERK1 posee una inserto de 17 aminoácidos 105. Además, se 
trata de dos proteínas muy conservadas filogenéticamente, de hecho, las dos 
isoformas difieren más entre sí que con sus homólogos de rata o ratón. De las 
dos isoformas ERK2 es la más estudiada.  
ERK2 posee 350 aminoácidos y, al igual que la mayoría de los miembros de la 
familia de las quinasas, presenta una estructura bilobulada (figura 3).  El lóbulo 
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N-terminal es el más pequeño de los dos y contiene una región rica en prolina 
de unión a ATP. El lóbulo C-terminal, de mayor tamaño,  contiene el sitio de 
unión al sustrato, el centro catalítico, el bucle de activación que contiene dos 
residuos fosforilables (Thr183 y Tyr185) y el dominio KID (Kinase Insert Domain) 
que también puede ser fosforilado en las Ser244 y Ser246 105.  
Las fosforilaciones de la Thr183 y la Tyr185 del bucle de activación se llevan a 
cabo por MEK1/2 y son fundamentales para que ERK1/2 adquieran su 
conformación activa. Esta activación se lleva a cabo en el citoplasma y permite 
que ERK1/2 homodimericen (los heterodímeros son inestables) y que sean 
fosforilados en las Ser244/246 106.  La fosforilación de estas dos posiciones a su 
vez facilita la translocación de ERK1/2 al núcleo mediada por la importina 7, 
aunque alternativamente parte del ERK1/2 activado puede permanecer en el 
citoplasma 106, 107. La desfosforilación de ERK se lleva cabo por las fosfatasas de 
especificidad dual DUSPs 108.  
La actividad de ERK también se regula a través de su localización, ya que tanto 
su retención artificial en el citoplasma como su envío forzado al núcleo 
producen alteraciones en diferentes funciones celulares como la progresión del 
Figura 3: Estructura de ERK1/2.  ERK1 y ERK2 tienen un 84% de homología y un peso de unos 
350 KDa. Ambas quinasas poseen una estructura bilobular en la que el lóbulo N-terminal de 
ERK1 tiene una inserción de 17 aminoácidos que no está presente en ERK2. El lóbulo C-
terminal (de mayor tamaño) posee el centro catalítico, un segmento de activación y una 
región KID. ERK1/2 pueden ser fosforilados en varias posiciones. Las fosforilaciones en la 
treonina 183 y en la tirosina 185 del segmento de activación son activadoras (en naranja) 
mientras que las fosforilaciones en las serinas 244 y 246 de la región KID no afectan a la 
actividad de la enzima sino a su localización celular (en morado).  Figura modificada a partir 
de Roskoski et. al., 2012.
27
INTRODUCCION
ciclo celular o la extensión de neuritas 109, 110. La localización celular de ERK se 
regula, además de por su estado de mono- o dimerización, por la presencia de 
proteínas adaptadoras. Estas proteínas además de facilitar la interacción entre 
ERK, sus sustratos y las quinasas que se encuentran por encima en su ruta, 
pueden intervenir en muchos casos en la localización final de ERK.  Entre estas 
proteínas adaptadoras se encuentra por ejemplo MP-1 (MEK Partner-1) que por 
un lado favorece la interacción entre MEK1/2  y ERK1/2, al  mismo tiempo que las 
dirige hacia los endosomas 111, 112. Otro ejemplo es PEA-15, que parece actuar de 
proteína adaptadora entre ERK y su sustrato RSK2 y que además actúa 
reteniendo a ERK en el citoplasma 113, 114.  
Además de estar implicado en la progresión del ciclo celular y la formación de 
neuritas, se han descrito otras muchas funciones de ERK1/2 que incluyen: 
proliferación, citoquinesis, transcripción, diferenciación celular, muerte celular, 
senescencia, reordenamiento del citoesqueleto de actina y tubulina, formación 
de uniones GAP, adhesión celular y quimiotaxis (como es en el caso de las CDs 
en respuesta a la estimulación de CCR7).  También se han descrito mutaciones y 
alteraciones de ERK1/2 que están asociadas con diferentes patologías como son 
la diabetes, problemas cardiovasculares y múltiples tipos de cáncer 115. 
Los inhibidores específicos de ERK son mucho más recientes que los de MEK. El 
primero que se describió fue el FR180, un inhibidor competitivo de ERK que se 
identificó en el año 2005. En esta tesis, además del FR180, también se ha 
empleado otros dos inhibidores: Un inhibidor competitivo de ERK compuesto 
por un grupo pirazolilpirrol (CAYMAN) y un péptido de 13 aminoácidos que se 
corresponde con la región N-terminal de MEK y que se une reversiblemente a 
ERK impidiendo su asociación con MEK (péptido inhibidor de ERK). Aunque 
todos estos péptidos han sido testados frente a múltiples quinasas como JNK, y 
p38 no son tan específicos como PD0325901 y UO126 por lo que se hace 
necesario  analizar simultáneamente más de uno para confirmar los resultados 
obetinodos.  
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6- AMPK
Estructura
AMPK (AMP-activated protein kinase) pertenece a la familia de las serina/treonina 
quinasas. Es una proteína heterotrimérica compuesta por una subunidad α-catalítica 
y dos subunidades reguladoras β y γ. Se han descrito dos isoformas de la subunidad 
α, dos de la subunidad β y tres de la subunidad γ 116-118. Todas ellas están codificadas 
por distintos genes que pueden combinarse entre sí, lo que permite que haya hasta 
12 combinaciones posibles de la enzima completa. 
Las subunidades α1 y α2 son bastante similares entre sí. Están formadas por 
aproximadamente 550 aminoácidos, con un extremo N-terminal muy conservado 
donde se encuentra el dominio catalítico y un extremo C-terminal divergente. Los 
patrones de expresión de ambas subunidades difieren de unas especies a otras ya 
que por ejemplo en el caso del hígado humano la subunidad mayoritaria parece ser 
la α1, mientras que en el caso de la rata parece predominar la subunidad α2 119. 
Las subunidades β1 y β2 tienen 270 y 272 residuos respectivamente. Ambas 
contienen una región de miristilación en su extremo N-terminal y aunque difieren 
bastante en los primeros 65 aminoácidos poseen un 71% de homología global 116, 120. 
Al igual que ocurre con las isoformas de la subunidad α, su distribución parece variar 
de unas especies a otras 119. 
A diferencia de las subunidades α y β, la diferentes isoformas de la subunidad γ
presentan una gran variedad de tamaños (γ1 331 residuos, γ2 569 residuos, y γ3 489 
residuos). Las mayores divergencias entre las 3 isoformas se encuentran en el 
extremo N-terminal mientras que comparten un extremo C-terminal con cuatro 
dominios cistationina β-sintasa consecutivos bastante conservados, cada uno de los 
cuales contiene un bolsillo de unión a nucleótidos 121, 122. Además de diferir en 
longitud estas tres isoformas también presentan patrones muy diferentes de 
expresión. 
Regulación 
La actividad de AMPK es regulada mediante mecanismos alostéricos y de 
modificación covalente (figura 4).  
AMP es un regulador alostérico que se une a los dominios cistationina β-sintasa de la 
subunidad γ e induce la activación de la enzima mediante al menos dos mecanismos 
123. . Por un lado, provoca un cambio conformacional que estimula la capacidad de 
LKB1 de fosforilar a AMPK en la Thr172 de la subunidad α. Aunque hay estudios que 
sugieren que este efecto está también mediado por el ADP, estos resultados no han 
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podido ser validados 124, 125.  Por otro lado, el AMP también favorece el estado activo 
de AMPK al dificultar la desfosforilación de la Thr172 por fosfatasas 124, 126. A 
diferencia de lo que ocurre en el caso anterior, este bloqueo de la   defosforilación 
es mimetizada por el ADP, aunque con una eficacia 10 veces menor 125, 127.  
La fosforilación en diferentes residuos de AMPK regula covalentemente la actividad 
de esta quinasa (figura 4). Como ya se ha dicho, una de las formas mediante las 
cuales el AMP activa a AMPK es promoviendo su fosforilación en la Thr172, que se 
localiza dentro del llamado bucle de activación (“activation loop”) de la subunidad
α. Esta fosforilación, que es necesaria para que la enzima sea activa, puede estar 
mediada a cabo por LKB1, CAMKK2 y TAK1 128-130.  
La subunidad α también es susceptible de ser fosforilada en su extremo C-terminal.  
Dentro de ese segmento se encuentra la Ser485 (Ser492 en la subunidad α2) cuya 
fosforilación produce un efecto inhibitorio sobre la enzima 131, 132. El estudio de su 
estructura cristalográfica sugiere que este efecto inhibitorio podría llevarse a cabo 
debido a que la Ser485 se encuentra situada cerca de la Thr172 desde donde podría 
inhibir su fosforilación al bloquear físicamente el acceso de LKB1,  CaMKK2 y TAK1 133, 
134. Además de la autofosforilación de AMPKα en la Ser485, Se han descrito otras 
tres quinasas capaces de fosforilarla en este residuo: AKT, PKA y S6K 135. Por último, 
PKA también es capaz de fosforilar a la subunidad α en la Ser173 (adyacente a la 
Thr172), lo que también parece inhibir la actividad de la enzima 136.  
AMPKβ también es susceptible de fosforilación en múltiples residuos. Las serinas 24, 
25 y 108 de la subunidad β1 son autofosforiladas por AMPKα y, mientras que la 108 
provoca un incremento en la actividad de AMPK, la fosforilación de las Ser 24/25 no 
parece afectar a la actividad de la enzima. En cambio, son necesarias para la 
localización citoplásmica de AMPK, ya que evitan que la subunidad sea translocada 
al núcleo. La Ser182  de la subunidad β1 también es susceptible de ser fosforilada y 
parece tener un papel similar al de las Ser24/25 aunque en este caso todavía no se 
ha identificado a ninguna quinasa responsable de su fosforilación 137, 138. Por último, 
la subunidad β2 carece de las Ser24/25 por lo que solo es fosforilada en las serinas 
108 y 182 139. 
Función  
Debido a que AMPK es sensible a la relación AMP/ATP tradicionalmente se le ha 
considerado un sensor del estado energético y nutricional de las células eucariotas.  
Cuando esta relación aumenta debido a un déficit energético, AMPK actúa para 
restaurar la homeostasis energética activando las vías catabólicas que producen 
ATP y apagando las rutas anabólicas. 
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Estas rutas de regulación parecen haber surgido tempranamente en la evolución ya 
que existen genes ortólogos de AMPK en todo tipo de organismos eucariotas. De 
esta manera, estudios genéticos en eucariotas no mamíferos sugieren que 
originalmente AMPK jugaba un papel en la respuesta a la escasez de fuentes de 
carbono. En levaduras, snf1, la quinasa ortóloga de AMPK, es necesaria para cambiar 
de un metabolismo glicolítico a uno oxidativo cuando hay escasez de glucosa o 
cuando  se produce  el catabolismo de otras fuentes de carbón fermentables 140. 
Otro ejemplo es SnRK1, su homóloga en plantas, que es necesaria para la biosíntesis 
de almidón 141.  
En mamíferos AMPK no solo regula las rutas metabólicas sino que está implicada en 
todo tipo de procesos celulares. La primera manera a través de la cual AMPK puede 
actuar en respuesta a desequilibrios energéticos es a través de las rutas del 
metabolismo de carbohidratos.  En el corazón se ha observado que la activación de 
Figura 4: Estructura y función de AMPK.  AMPK es un trímero formada por una subunidad α 
catalítica y dos subunidades reguladoras β y γ. AMPK puede ser activada alostéricamente por la 
unión de AMP a la subunidad γ o por fosforilaciones en las subunidades α y β. Las 
fosforilaciones en la treonina 172 de la subunidad α y en la serina 108 de la subunidad β son 
activadoras (en naranja) mientras que las fosforilaciones en las serinas 173 y 485 de la subunidad 
α son inhibitorias (en gris). Por último, las fosforilaciones en las serinas 24, 25 y 182 de la 
subunidad β no afectan a la actividad de la enzima sino a su localización celular (en morado). 
También se muestran las quinasas descritas hasta la fecha responsables de dichas 
fosforilaciones y las principales funciones celulares reguladas por AMPK.
31
INTRODUCCION
AMPK provoca tanto un aumento de la captación de glucosa mediante un 
incremento de la translocación a la membrana de los receptores GLUT4, como un 
incremento de la glicolisis 142, 143. En el músculo esquelético AMPK estimula la 
formación de glucosa al inhibir directamente a la glucógeno sintasa 144, pero su 
activación crónica acaba provocando un aumento de los niveles de glucosa-6-
fosfato que tiene capacidad de activar a la glucógeno sintasa 145.  
La respuesta a la escasez de ATP también incluye la regulación del metabolismo 
lipídico a varios niveles. AMPK fosforila e inhibe a la Acetyl-CoA carboxilasa (ACC), 
que cataliza la conversión de acetil-CoA en malonil-CoA y que es comúnmente 
empleada como medida del estado de activación de AMPK in vivo 146. Mediante la 
inhibición de esta enzima, AMPK inhibe la síntesis de ácidos grasos y activa su 
oxidación en la mitocondria 147, 148. Además, la activación de AMPK conduce  a un 
aumento de la captación de ácidos grasos en músculo y corazón y a una inhibición 
de la síntesis de colesterol 148-150 . 
Otra manera que tiene AMPK de regular los niveles de ATP es a través del 
metabolismo proteico. AMPK de inhibe la elongación peptídica mediante la 
activación de la quinasa eEF-2 151. Además puede inhibir la síntesis proteica 
modulando  la  vía de mTORC1 a través de TSC1/TSC2 y de Raptor 152, 153.
AMPK también controla la polarización celular.  Varios estudios han demostrado 
que AMPK regula la polarización en neuronas y en líneas celulares derivadas de 
riñón, donde además es esencial para la formación de las uniones estrechas 
celulares 154-156. 
En condiciones de escasez de nutrientes, AMPK actúa como un punto de control 
metabólico que inhibe el crecimiento celular y la proliferación al mismo tiempo que 
activa la autofagia. Se ha sugerido que uno de los mecanismos involucrados pudiera  
ser  el  bloqueo del ciclo celular en la fase G1/S, lo que provoca, entre otros 
fenomenos, que AMPK juegue un papel muy importante en la formación de 
tumores 157. Por otro lado, como AMPK inhibe al complejo mTORC1, además de 
actuar directamente sobre la síntesis de proteínas, también induce activación de la 
autofagia.  Dentro de los mecanismos generales de autofagia, AMPK es capaz de 
regular específicamente la mitofagia al mismo tiempo que estimula la biogénesis de 
nuevas mitocondrias 158, 159. De esta manera, el resultado final de la acción de AMPK 
sería el reemplazo de las mitocondrias defectuosas por mitocondrias nuevas y 
funcionales 160. 
Hace algo más de una década comenzaron a aparecer estudios que mostraban 
como AMPK jugaba un papel importante en la decisión entre supervivencia o 
muerte celular 128. Su papel parece depender del contexto ambiental y de la 
duración de los estímulos. Estudios en hepatocitos (necrosis inducida por H2O2) y 
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fibroblastos (apoptosis inducida por privación de suero) muestran que la activación 
de AMPK induce supervivencia 161, 162. Por el contario, otros estudios muestran que la 
activación prolongada de AMPK induce apoptosis en hepatocitos (activando a c-jun) 
y  en células tumorales (promoviendo la translocación de FOXO3 al núcleo) 163, 164. Es 
más, en el caso de las neuronas AMPK tiene un papel protector en caso de déficit 
energético, mientras que su activación prolongada induce apoptosis 165.  
Activadores e inhibidores: 
Existen múltiples agentes capaces de activar a AMPK, entre los más comúnmente 
empleados se encuentran PT1, AICAR y A769662. AICAR es un nucleósido usado 
para activar a AMPK tanto de cultivos celulares, como de tejidos y de animales in 
vivo. Una vez incorporado al interior celular AICAR es fosforilado y convertido en 
ZMP, un nucleótido que mimetiza al AMP y que, por tanto, es capaz de activar 
alostéricamente a AMPK sin alterar los niveles intracelulares de AMP ni modificar la 
relación AMP:ATP 166. Sin embargo varios estudios han demostrado recientemente 
que AICAR no solo actúa sobre AMPK sino que tiene más dianas como son las 
enzimas glucoquinasa, glucógeno fosforilasa, fosfofructoquinasa o Hsp90 167. 
A769662 es un activador de AMPK específico de los complejos que contienen la 
subunidad β1, pero no la β2  y presenta una mayor especificidad por el AMPK que 
AICAR 168. Se une a la enzima a través de un punto situado entre el dominio 
catalítico de la  subunidad α y la subunidad β, inhibiendo la desfosforilación de la 
Thr172 169-171 . Sin embargo, este no parece ser su  mecanismo de acción primario ya 
que, de manera dependiente de la fosforilación de la subunidad  β1 en la Ser108, 
también puede activar a AMPK alostéricamente en ausencia de fosforilación en la 
Thr172 172 .  
Entre los inhibidores de AMPK se encuentran el compound C y el araA, sin embargo 
ambos se caracterizan por su baja especificidad por AMPK. Entre las quinasas 
activadas potente e inespecíficamente por el Compund C se encuentran ERK8, 
MNK1 y Src entre otras, además de dar lugar a una producción de ceramidas que 
induce apoptosis 173, 174. AraA, por otro lado, además de inhibir a AMPK parece 
inhibir la adenilato ciclasa y activar a la familia de las ERK 175. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
Reactivos generales 
Las quimioquinas CCL19 y CCL21, así como el TNFα son de Peprotech (Rocky Hill, NJ). 
Las citoquinas GM-CSF e IL4 se compraron a ImmunoTools. El colorante 
fluorescente carboxyfluorescein diacetato succinimidyl ester (CFSE) se obtuvo de 
Molecular Probes y el SR-FLIVO de Immunochemistry Technologies. 
El Hoechst 33342, el yoduro de propodio, la poliornitina, el LPS, el inhibidor de 
Akt1/2 (Akti, usado a 5 µM), el inhibidor de PI3K (LY294002, usado 100µM) el 
inhibidor de Gαi (toxina pertussis, usada a 100 ng/ml) y los activadores de PKA 
(dibutiril-cAMP y Bromo-cAMP usados a 500 nM y a 200 µM, respectivamente) se 
compraron a Sigma. El inhibidor de caspasas (Z-VAD-FMK, usado a 10 µg/ml) es de 
Enzo (Life Science). El inhibidor de AMPK (Compound C, usado a 20µM), los 
inhibidores de MEK (UO126 y PD0325901 usados a 2,5 µM y a 1 µM, respectivamente) 
y el inhibidor de ERK (péptido inhibidor de la activación de ERK, usado a 50µM) se 
obtuvieron de Calbiochem (Nottingham, UK). El segundo de los inhibidores de ERK 
(CAYMAN10561, usado a 20 µM) es de Cayman Chemicals (Ann Harbor, MI). El tercer 
inhibidor de ERK (FR180204, usado a 100 µM), el inhibidor de mTORC1 y mTORC2 
(KU0063794, usado a 500 nM), el inhibidor de mTORC1 (rapamicina, usada a 100 
nM), el inhibidor de Gβγ (galleina, usada a 500 µM) y los activadores de AMPK 
(A769662 y AICAR, usados a 25 µM y 1 mM, respectivamente) se compraron a Tocris 
Bioscience (Bristol, UK). 
El anticuerpo anti-Bim es de Affinity Bioreagents (Golden, CO). Los anticuerpos anti-
MEK1, anti-β-actina, anti-4E-BP1, anti-ERK1, anti-ERK2 y anti-AMPKα1 se obtuvieron 
de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA). Los anticuerpos anti-Akt, anti-
Bcl-xl, anti-AMPKα, anti-mTOR, anti-fosfo-MEK1/2 (Ser-217/221), anti-fosfo-ERK1/2 
(Thr-202/Tyr-204 en ERK1, Thr-185/Tyr-187 en ERK2), anti-fosfo-Akt1 (Ser-473), anti-
fosfo-AMPKα1 (Ser-485), anti-fosfo-AMPKα (Thr-172), anti-phospho-4EBP1 (Thr-
37/46), anti-fosfo-p70-S6K (Thr-389) y anti-p70-S6K son de Cell Signaling Technology 
(Beverly, MA). El anticuerpo anti-fosfo-Acetil CoA-carboxilasa (Ser-79) se obtuvo de 
Millipore, el anti-Caspasa 3 de Biorbyt (Cambrifge, UK) el anti-Caspasa 8 de BD (San 
Diego, CA) y el anti-α-tubulina de Rockland Inc. (Limerick, PA).
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Ratones 
Para los experimentos con ratones se emplearon machos de la cepa C57BL/6 que 
tenían entre 8 y 10 semanas de edad. Estos animales se mantuvieron en el 
animalario del Centro de Investigaciones Biológicas y fueron tratados en 
condiciones libres de patógenos de acuerdo con las directrices establecidas por el 
comité de ética del Centro de Investigaciones Biológicas sobre el uso y cuidado de 
los animales de experimentación. 
Cultivos celulares 
Obtención de CDs de ratón 
Para obtener las CDs de ratón se extrajeron y se disgregaron los bazo de los ratones 
en PBS con 5 mM EDTA. La suspensión obtenida fue filtrada con filtros con un 
tamaño de poro de 100 µm (BD, San Diego, CA). A continuación, las CDs se marcaron 
en buffer MACS (2 mM EDTA, 0,5 BSA en PBS) con anticuerpos anti-CD11c acoplados 
a bolas magnéticas conforme a las especificaciones del fabricante (Miltenyi Biotech, 
Alemania). Las CDs marcadas fueron purificadas empleando columnas LS (Miltenyi 
Biotech, Alemania) y finalmente fueron cultivadas en RPMI con 10% FBS a 106
CDs/ml. Por último, las CDs se maduraron en presencia de LPS (1 µg/ml) durante 12 
horas a 37ºC con un 5% de CO2. 
Obtención de CDs humanas 
Las CDs humanas empleadas fueron derivadas de monocitos de sangre periférica. 
Los monocitos se obtuvieron a partir de “Buffy coats” de donantes de sangre sanos 
(Centro de Transfusiones de la Comunidad de Madrid). El contenido de los buffy 
coats se separó mediante un gradiente de Lymphoprep (Nycomed, Noruega) del 
que se extrajo la capa de células mononucleares. Estas células se lavaron con PBS 
para retirar los restos de Lymphoprep y se resuspendieron en buffer MACS. Los 
monocitos se aislaron marcándolos con anticuerpos anti-CD14 acoplados a bolitas 
magnéticas (Miltenyi Biotech, Alemania) y se cultivaron en RPMI con 10% FBS a 8 x 
105 células/ml. Para diferencias los monocitos en CDs se mantuvieron en cultivo 
durante siete días en presencia de GM-CSF (1000 U/ml) e IL4 (1000 U/ml), que se 
añadían cada 48 horas. De esta manera se obtuvieron CDs inmaduras que 
finalmente se maduraron añadiendo GM-CSF (1000 U/ml), IL4 (1000 U/ml) y TNFα
(50 ng/ml) durante otros 3 días.
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Inmunofluorescencias 
Las CDs se adhirieron sobre cristales previamente recubiertos con poliornitina (20 
µg/ml) durante 45 min, a 37º C, 5% de CO2 en RPMI con 0,1% BSA. Pasado ese tiempo 
las células fueron estimuladas o no con CCL21 (15 nM) durante 5 minutos y 
posteriormente fueron fijadas con 4% paraformaldehido (Santa Cruz, CA), durante 15 
minutos, a temperatura ambiente. Una vez fijadas las muestras se permeabilizaron 
con metanol frío durante 10 minutos, se lavaron con PBS, se bloquearon durante 10 
min con IGg humana y se marcaron con los anticuerpos primarios (anti-ERK1, anti-
MEK1 o anti-AMPKα1) durante una hora y con una mezcla del correspondiente 
anticuerpo secundario y Hoechst 33342 (5 µg/ml) durante otra hora. Finalmente, las 
muestras se lavaron, se montaron con medio de montaje DAKO (Dakocytomation) y 
se analizaron con un Microscopio Láser Confocal espectral (CLSM) Leica TCS SP5. 
Las imágenes se analizaron con el software de Adobe Photoshop CS3 versión 10.0.
PLA 
Las CDs se adhirieron sobre cristales de poliornitina y se fijaron del mismo modo que 
en el caso de las inmunofluorescencias. A continuación, las CD se permeabilizaron 
con 0,2% Triton x100 (Sigma) y se marcaron con los anticuerpos primarios. Después, 
en lugar de emplear anticuerpos secundarios se realizó la técnica PLA (Proximity 
Ligation Assay) siguiendo las instrucciones del fabricante (Duolink II in situ PLA 
detection kit, Sigma) (Figura 5) 176. Brevemente, las muestras se incubaron con 
anticuerpos secundarios conjugados con sondas de ADN (sondas PLUS y MINUS). A 
continuación, estas sondas se hibridaron con oligos de secuencias complementarias 
y se ligaron con una enzima ligasa. Finalmente, se añadió una solución de detección 
que contiene una polimerasa que amplifica el ADN, así como unas sondas 
fluorescentes que pueden ser detectadas por microscopía de fluorescencia. Las 
muestras se montaron empleando una solución de montaje suministrada por la casa 
comercial que incluye DAPI para marcar los núcleos. Las muestras se analizaron por 
microscopia confocal empleando el mismo microscopio y software que para las 
inmunofluorescencias. 
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Análisis de la apoptosis  
Análisis de la apoptosis in vitro.  
Los experimentos de análisis de la apoptosis en las CDs humanas in vitro se 
realizaron induciendo la apoptosis mediante la privación de suero. Para ello, el 
mismo número de CDs vivas (cuantificadas mediante exclusión de la tinción con 
Azul Tripán) se mantuvieron durante los tiempos indicados en cada experimento en 
RPMI con 0,1% de BSA. En el caso de los experimentos de cuantificación de la 
1-Incubar la muestra con los 
anticuerpos primarios de dos 
especies diferentes
2-Añadir las sondas PLA PLUS 
y MINUS
3-Hibridación de los oligos 
conectores
4-Ligación para formar un 
círculo completo de ADN
5-Amplificación del ADN 6-Añadir las sondas 
fluorescentes
Figura 5: Esquema del fundamento de la técnica PLA. En primer lugar, la muestra se incuba con 
los anticuerpos primarios que se unen a las proteínas de interés. Después se añaden los 
anticuerpos secundarios conjugados con oligonucleótidos (sonda PLA MINUS y sonda PLA 
PLUS). A continuación, se añade la solución de ligación que contiene dos oligonucleótidos (en 
rojo) y la enzima ligasa. Estos dos oligonucleótidos son complementarios a los que se 
encuentran conjugados con los anticuerpos secundarios, por lo que hibridan con estos últimos. 
Si las proteínas de interés se encuentran lo suficientemente juntas la enzima ligasa los une 
permitiendo que formen un círculo. Por último, se añade la solución de amplificación que 
contiene nucleótidos (no se muestran), la enzima polimerasa y nuevos oligonucleótidos 
marcados fluorescentemente. Si los oligonucleótidos de los anticuerpos secundarios han sido 
ligados y circularizados en el paso anterior la polimerasa podrá llevar a cabo una reacción de 
amplificación circular que genera un producto concatenado al que se pueden unir los
oligonucleótidos fluorescentes que generarán una señal visible con un microscopio de 
fluorescencia. Imagen adaptada de http://www.sigmaaldrich.com/video/life-
science/duolink.html
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apoptosis en CDs de ratón los experimentos se realizaron en con 10% FBS RPMI, ya 
que estás células tienen una vida media mucho menor y experimentan apoptosis 
incluso en presencia de suero. A continuación, se estudió la apoptosis de las CDs 
analizando los núcleos, mediante microcopia de fluorescencia, o analizando la 
fragmentación del ADN, por citometría.  
Para el análisis por microscopía de fluorescencia las CDs fueron adheridas sobre 
cristales de poliornitina del mismo modo que se hizo para las inmunofluorescencias. 
A continuación, las CDs se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 15 minutos, a 
temperatura ambiente, y posteriormente se permeabilizaron con metanol frío 
durante 10 minutos. Las muestras se lavaron, se marcaron durante una hora con 
Hoechst 33342 (5 µg/ml) en PBS con 0,1% BSA y se montaron de igual modo que en 
el caso de las inmunofluorescencias. Las tinciones se analizaron usando un 
microscopio Axioplan Universal de Zeiss con una cámara CCD Digital Leica DFC 350 
FX con un objetivo 63x ó 100x de inmersión en aceite (Leica Microsystems, 
Mannheim). Finalmente se cuantificó el porcentaje de núcleos pignóticos o 
fragmentados presentes en cada preparación. 
Para los experimentos de análisis de la fragmentación del DNA las CDs se 
permeabilizaron durante 30 minutos a 4ºC con etanol al 70%.  Las CDs se lavaron y se 
marcaron con 5 μl de una solución de IP con RNasa (Inmunostep, Salamanca) 
durante 15 minutos a temperatura ambiente. El marcaje de las CDs se analizó con un 
citómetro de flujo EPICS (Coulter Electronics) equipado con un láser de Argón 
sintonizado a 488 nm. 
Análisis de la apoptosis en los ganglios poplíteos 
Este procedimiento se realizó siguiendo el protocolo descrito previamente por 
Gómez-Cabañas et al. 177. Se emplearon CDs de ratón inmaduras que se marcaron 
con CFSE (2,5 µM) en PBS con 0,1% de BSA a una concentración de 107 CDs/ml 
durante 30 minutos a 37ºC. A continuación, 2 x 106 de estas CDs se resuspendieron 
en 20 µl de RPMI y se inyectaron de manera subcutánea en las almohadillas de cada 
una de las patas traseras de nuevos ratones receptores. Pasadas 36 horas, tiempo 
suficiente para que las CDs migren mayoritariamente a los ganglios poplíteos, se 
inyectó, de manera intraperitoneal, el activador de AMPK A769662 (3,6 mg disuelto 
en DMSO /25 g de ratón) o el mismo volumen de DMSO en los ratones control. Tras 
otras 4 horas y media, se inyectó de manera intravenosa el marcador de caspasas 
SR-FLIVO (8 μg/25 g de ratón; λabs 565 nm, λem > 600 nm). Este compuesto contiene 
un grupo FLIVOTM con un péptido inhibidor de caspasas (Val-Ala-Asp) conjugado a 
una sulforrodamina B que proporciona la fluorescencia y a un grupo fluorometil 
40
MATERIALES 
Y METODOS
cetona (FMK) que se une covalentemente a una cisteína del centro activo de las 
caspasas. Una hora después de haber inyectado el (SR)-FLIVO los animales fueron 
sacrificados y sus ganglios poplíteos fueron extraídos, fijados con paraformaldehido 
al 4% durante 1 hora a 4ºC y montados. Finalmente, las preparaciones se analizaron 
por microscopia multifotón realizando fotos cada 2 µm con un microscopio de 
barrido láser confocal y multifotón LSM710 y LSM510 acoplados a un microscopio 
invertido AxioObserver y uno vertical AxioImager M1 (Zeiss), respectivamente. Las 
imágenes se analizaron empleando la versión FIJI del software de Image J. 
Análisis por Western Blot 
Para reducir la actividad basal de las moléculas señalizadoras y para conseguir que 
sólo el receptor CCR7 sea el responsable de la señalización de las CDs, estas células 
(100 x 103 células por punto) se mantuvieron en RPMI, sin suero y en presencia de 
0,1% BSA durante 30 minutos antes de ser estimuladas con CCL21 (15 nM). La 
estimulación se detuvo solubilizando las células en buffer de carga 2×SDS-PAGE (200 
mM Tris-HCl, pH 6,8, 0,1 mM ortovanadato de sodio, 6% SDS, 1 mM EDTA, 4% β-
mercaptoetanol, 10% glicerol y azul de bromofenol). Las muestras se hirvieron 
durante 10 minutos y las proteínas se separaron mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (polyacrylamide gel electrophoresis-SDS, 
PAGE-SDS) y posteriormente se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (BIO-
RAD). Las membranas se bloquearon durante 2 horas con una mezcla de 5% de leche 
desnatada en TBST (TBS que incluye 0,1% Tween 20, pH 7.5) y posteriormente se 
incubaron durante 18 horas a 4ºC en agitación con los anticuerpos primarios y 1 hora 
a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa 
(1:5000 en TBST, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Por último, para revelar 
las bandas inmunoreactivas, las membranas se incubaron durante 2 minutos con 
ECL (Pierce). La densitometría de los blots se analizó con el software Multigauge de 
Fujifilm.
Immunoprecipitación 
Las CDs (30 x 106 por condición) se mantuvieron en RPMI con 0,1% BSA durante 30 
minutos antes de ser estimuladas o no con CCL21 durante 5 minutos (15 nM). A 
continuación, las CDs se disolvieron en buffer de lisis (que incluye un cocktail de 
inhibidores de proteasas (Sigma), 1% Nonidet P-40, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 
µM vanadato y 20 mM Hepes, pH 7.4) y se mantuvieron en agitación durante 30 
horas a 4º C. Las muestras se centrifugaron durante 90 minutos a velocidad máxima, 
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a 4ºCpara retirar los restos de membranas y de ADN. El sobrenadante se incubó 
durante 15 horas con bolitas de Ig-agarosa a 4ºC (TrueBlotTM, eBioscience, San 
Diego, CA) y se centrifugó durante 30 minutos a velocidad máxima para retirar las 
moléculas de la muestra que se unían inespecíficamente a las bolas. De nuevo se 
conservó el sobrenadante que se incubó durante 4 horas en agitación a 4º C con el 
anticuerpo anti-AMPKα, tiempo tras el cual se añadieron nuevas bolas de Ig-agarosa 
durante otras 2 horas. Por último, las bolas con los anticuerpos unidos se lavaron 5 
veces en buffer de lisis y se hirvieron en buffer de carga 2×SDS-PAGE suplementado 
con 50 mM de ditiotreitol. Las muestras se analizaron normalmente por SDS-PAGE 
con la diferencia de que en este caso se empleó un anticuerpo secundario que 
reconoce únicamente los anticuerpos en su conformación nativa, por lo que no 
detecta las  inmunoglobulinas empleadas para realizar la inmunoprecipitación 
(TrueBlotTM, eBioscience).
Nucleofecciones 
Las CDs maduras (3 x 106 CDs por condición) fueron nucleofectadas, según el 
experimento, con 5 μg de los plásmidos FOXO-GFP o GFP-Control (regalo de Terry 
Unterman, VA Chicago Healthcare System) o con 0,8 μg del siRNA de AMPK o el 
siRNA control (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA). La nucleofección se 
realizó utilizando el nucleofector y el kit de nucleofección de CDs de Amaxa 
Biosystems siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, las CDs se 
cultivaron en 3 ml de RPMI con 10% FBS suplementado con GM-CSF (1000 U/ml) e IL4 
(1000 U/ml) y se mantuvieron en cultivos durante 36 horas antes de emplearlas para 
realizar los experimentos.
Estadística 
Los datos representados en los gráficos muestran la media ± la desviación estándar. 
El análisis estadístico se realizó con el test t de Student para muestras pareadas 
considerando que las diferencias eran significativas cuando el valor p era menor de 
0,05 (excepto el análisis de los datos de la apoptosis in vivo en el que se empleó el 
test para muestras no pareadas.). “ns” indica diferencias no significativas entre dos 
tratamientos, “n” hace referencia al número de experimentos independientes 
realizados. 
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OBJETIVOS 
1- Analizar si AMPK juega algún papel en la regulación de la supervivencia de las 
CDs 
2- Describir el mecanismo que emplea AMPK en la regulación de la apoptosis o la 
supervivencia de las CDs. 
3- Estudiar si CCR7 regula la actividad de AMPK en las CDs. 
4- Usar un modelo in vivo para confirmar el papel de AMPK en la regulación de la 
supervivencia de las CDs  
5- Analizar   los mecanismos de señalización intracelular que emplea CCR7 para 
regular la actividad de AMPK. 
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1- AMPK induce apoptosis en células dendríticas maduras in vitro. 
 AMPK puede inducir apoptosis o supervivencia dependiendo del tipo celular y del 
estímulo 164, 165, 178, por tanto, nuestro primer objetivo fue analizar si AMPK 
promueve o inhibe la apoptosis en las CDs humanas derivadas de monocitos. Para 
ello empleamos dos activadores farmacológicos de AMPK: AICAR y A769662. Las 
CDs maduras se mantuvieron en RPMI-BSA en presencia o ausencia de uno de los 
dos activadores y posteriormente analizamos mediante Western Blot el grado de 
activación de AMPK. Como se puede ver en la figura 6A las, CDs tratadas con AICAR 
ó A769662 presentan una potente fosforilación tanto de un residuo de AMPK que 
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Figura 6: La activación de AMPK induce picnosis nuclear en las CDs humanas. A: CDs humanas 
maduras se mantuvieron durante 24 h en RPMI /0,1% BSA, en presencia o ausencia de Akti (5 
µM), AICAR (1 mM) o A769662 (25 µM). Posteriormente las células se analizaron mediante 
Western Blot con anticuerpos anti fosfo-AMPKα (Thr172), fosfo-ACC (Ser79) y AMPKα total. B:
Se muestran fotos representativas de CDs tratadas como en el apartado A y teñidas con 
Hoechst 33342. Las flechas señalan núcleos condensados o fragmentados que se 
corresponden con células muertas. C: Cuantificación del número de CDs apoptóticas que 
tratadas como en el apartado B. Se representa el incremento del número de células 
apoptóticas con respecto al control, CDs en RPMI con un 10% de FBS y sin inhibidores. Los 
resultados muestran el valor de la media ± SD. (n=6)
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indica que esta molécula se encuentra activada (Thr172) como de su diana en la 
enzima Acetil-CoA Carboxilasas (ACC) que es fosforilada específicamente por AMPK 
en la Ser79 146, 179. 
Una vez comprobada la eficacia de los activadores se procedió a realizar un ensayo 
de apoptosis, cuantificando mediante microscopía de fluorescencia el porcentaje de 
CDs con núcleos picnóticos. Se trataron las células con AICAR ó A769662 y se 
empleó el inhibidor de AKT (Akti) como control positivo de apoptosis. Como se 
puede ver en las figuras 6B y 6C, los dos activadores inducen un aumento de la 
proporción de núcleos picnóticos con respecto al control, aunque sin llegar a una 
cantidad tan alta como la del control positivo.  
También se midió la apoptosis estudiando la fragmentación del ADN 180. Para este 
fin se analizó por citometría la incorporación de yoduro de propidio en el núcleo de 
las células. En estos experimentos tanto AICAR como A769662 indujeron un 
aumento de más del doble de fragmentación del ADN comparado con el control, 
aunque muy por debajo del control positivo con el inhibidor de Akt (figura 
Figura 7: La muerte celular inducida por AMPK provoca fragmentación del ADN. A: CDs 
humanas maduras se mantuvieron durante 24 h en RPMI /10% FBS sin tratamiento o en 
presencia de Akti (5 µM), AICAR (1 mM) o A769662 (25 µM). Las células se tiñeron con yoduro 
de propidio (IP) y el grado de fragmentación del DNA fue analizado por citometría. La grafica 
muestra valores estandarizados con respecto al control de CDs sin tratamiento. B: CDs 
humanas maduras fueron nucleofectadas con un siRNA control o con un siRNA específico para 
AMPK. Pasadas 36 horas las CDs se pusieron en RPMI en presencia de 0,1% de BSA durante 
otras 24 h, periodo tras el cual se cuantificó el número de CDs apoptóticas para cada uno de 
los tratamientos. C: Una alícuota de CDs transfectadas como en el apartado B se analizó 
mediante Western Blot con anticuerpos anti AMPKα total y anti β-actina. Los resultados 
muestran el valor de la media ± SD (n=3).
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7A).También se confirmó el papel de AMPK en la supervivencia de las CDs 
reduciendo la actividad de AMPK mediante la transfección de las CDs con un siRNA 
control o un siRNA de AMPKα.  En línea con los resultados anteriores se observó 
que la reducción de los niveles de AMPK iba acompañado de una disminución de la 
muerte celular (figuras 7B y 7C). 
Por último, puesto que la apoptosis requiere la activación de caspasas, se analizó si 
estas proteasas estaban implicadas en el tipo de muerte inducida por AMPK 21. Para 
este fin las CD se pre-trataron con el inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK y 
posteriormente se expusieron a los activadores de AMPK. Los resultados muestran 
que el pre-tratamiento bloquea por completo la apoptosis inducida por AICAR y 
A769662 (figura 8A), lo que indica que la activación de AMPK da lugar a una 
apoptosis dependiente de caspasas. Además, se analizó la activación de la caspasa 3 
en respuesta a la activación de AMPK con AICAR y A769662. En la figura 8B se 
puede ver como el tratamiento induce un aumento en los niveles del fragmento p17 
de la caspasa 3, resultado de la proteólisis que tiene lugar tras la activación de esta 
Figura 8: La muerte celular inducida por AMPK es de tipo intrínseco y dependiente de caspasas. 
A: CDs humanas maduras se mantuvieron durante 40 h en RPMI /0,1% BSA o el mismo medio 
suplementado con AICAR (1 mM) o A769 (25 µM) combinado o no con el inhibidor de caspasas z-
VAD-FMK (10 µg/ml). Las CDs se tiñeron con Hoechst 3342 y, posteriormente se cuantificó el 
número de CDs apoptóticas.  Se representa el incremento relativo del número de células 
apoptóticas (en ausencia o presencia de inhibidores de caspasas) con respecto al control de 
células sin tratar. Se muestra el valor de la media ± SD (n=5). B: Las CDs humanas se mantuvieron 
33 h en RPMI con 0,1% BSA exclusivamente o este mismo medio suplementado con AICAR (1 
mM) o A769 (25 µM). Posteriormente se analizaron los niveles del fragmento de activación p17 
de la caspasa 3. Se presentan los niveles α-tubulina para mostrar la carga de todos los carriles. C: 
Las CDs humanas se mantuvieron 24 o 33 h en las mismas condiciones que en el apartado A. 
Posteriormente se analizaron los niveles del fragmento p18 de la caspasa 8y de -actina.
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caspasa.  
A continuación, quisimos confirmar que la apoptosis inducida por AMPK era una 
apoptosis intrínseca y no una apoptosis extrínseca inducida por receptores de 
muerte. Para ello analizamos el nivel de activación de la caspasa 8, que es la caspasa 
iniciadora implicada en la apoptosis extrínseca, mediante el análisis de los niveles su 
fragmento p18. Sin embargo, como se puede ver en la figura 8C, no observamos 
activación de esta caspasa, por lo que descartamos que se tratara de una apoptosis 
extrínseca.  
2- AMPK induce apoptosis estimulando la translocación de FOXO1 al núcleo 
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Figura 9: AMPK promueve la translocación de FOXO1 al núcleo. A:  CDs humanas maduras se 
transfectaron con un plásmido control (vector) o con el plásmido FOXO1-GFP. Pasadas 6 h las 
CDs se dejaron sin tratar o se trataron durante otras 2,5 h con AICAR (1 mM), A769662 (25 µM), o 
con LY294002 (LY, 100 µM). A continuación, las CDs se colocaron sobre cristales recubiertos de 
poliornitina y se tiñeron con Hoechst 33342. Por último, se analizó la localización de FOXO con 
un microscopio de fluorescencia. La escala equivale a 20 µM. B: Cuantificación del porcentaje de 
células transfectadas que presentan la señal GFP concentrada en el núcleo. Se muestra el valor 
de la media ±SD  (n=3)
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e inhibiendo al complejo mTORC1.  
Una vez confirmado el papel pro-apoptótico de AMPK en las CDs, nos propusimos 
caracterizar los mecanismos involucrados en la inducción de la apoptosis. Para ello, 
analizamos posibles dianas entre las moléculas para las que ya se conocía su 
implicación en la regulación de la supervivencia inducida por CCR7 (figura 2), como 
el factor de transcripción FOXO, que promueve la apoptosis en las CDs.  
La actividad de FOXO puede ser analizada estudiando su localización celular, ya que 
su localización nuclear se asocia con su estado activo y su localización citoplásmica 
con su estado inactivo.  Para analizar el posible papel de FOXO1 como diana de 
AMPK se transfectaron CDs maduras con un plásmido FOXO1-GFP o con un plásmido 
GFP control. A continuación, estas células se trataron o no con AICAR, A769662 o el 
inhibidor de PI3K LY, que se usó como control positivo y posteriormenete se analizó 
por microscopía de fluorescencia la localización celular de FOXO1.  Como se puede 
ver en las figuras 9A y 9B, la activación de AMPK induce la translocación de FOXO1 
al núcleo.  
Para confirmar estos resultados, se analizaron los niveles de expresión de la 
proteína pro-apoptótica BIM, un miembro de la familia Bcl2 cuya expresión está bajo 
el control de FOXO. En la figura 10A se puede ver cómo tras 16 horas de activación 
de AMPK se produce un aumento de los niveles de BIM. 
Analizamos también si AMPK inhibe al factor de transcripción NF-κB, que es un 
componente molecular de la ruta inducida por CCR7 que promueve la supervivencia 
(figura 2, página 22). Para ello se analizaron los niveles de la proteína anti-
apoptótica Bcl-xl, cuya expresión está regulada por NFκB. Sin embargo, se observó 
que sus niveles se mantuvieron constantes y no cambiaron cuando las células 
fueron tratadas con los dos activadores de AMPK (figura 10B). 
Bcl-xl
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Figura 10: La activación de AMPK 
genera un aumento de expresión de 
Bim pero no afecta a los niveles de 
Bcl-xl. A: CDs humanas se 
mantuvieron 16 h en RPMI/ 0,1% BSA 
o en este mismo medio en presencia 
de AICAR (1 mM) o A769662 (25 µM). 
A continuación, se analizaron los 
niveles BIM mediante Western Blot. 
B: Análisis de los niveles de Bcl-xl de 
CDs tratadas como en el apartado A. 
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Por último, decidimos analizar el papel de mTORC1, un complejo cuya actividad 
también está regulada por la ruta de supervivencia inducida por CCR7. En primer 
lugar, confirmamos que mTORC1 promueve la supervivencia de las CDs. Para ello se 
trataron las CDs maduras con el inhibidor rapamicina, cuyo efecto inhibitorio sobre 
mTORC1 se puede analizar siguiendo los niveles de fosforilación de su diana 4EBP1. 
En las figuras 11A y 11B se puede ver como la inhibición de mTORC1 da lugar a un 
incremento de la apoptosis de las CDs, lo que confirma su papel como molécula anti-
apoptótica. Para comprobar que mTORC1 era una diana de AMPK, analizamos 
también la actividad de mTORC1 analizando la fosforilación de su diana 4EBP1 en 
CDs, que fueron tratadas o no, con los dos activadores de AMPK. Como se obsrva en 
la figura 11C la activación de AMPK provoca una inhibición de mTORC1. 
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Figura 11: AMPK inhibe al complejo promotor de supervivencia mTORC1. A: CDs humanas se 
mantuvieron 40 h en RPMI/0,1% BSA en ausencia o en presencia de Rapamicina (RAPA, 100 
nM). Como control negativo se emplearon CDs en RPMI con 10% de FBS. A continuación, las 
CDs se adhirieron sobre cristales con poliornitina, se fijaron, se permeabilizaron y se tiñeron 
con Hoechst 33342 para cuantificar el porcentaje de células apoptóticas. Los resultados 
muestran el valor de la media ± SD. (n=3). B: Se extrajeron alícuotas de CDs control y de CDs 
tratadas con RAPA del apartado A y se estimularon o no 5 min con CCL21. Posteriormente, se 
analizaron por Western Blot los niveles de fosfo-4EBP1 (Thr37/39), fosfo-Akt (Ser473) y AKt 
total. C: Las CDs humanas se mantuvieron durante 60 min en RPMI /10% de FBS en ausencia o 
en presencia de AICAR (1 mM) o A769662 (25 µM). Alícuotas de cada uno de los tratamientos 
se extrajeron y se analizaron por Western Blot con anticuerpos anti fosfo-AMPKα (Thr172), 
fosfo-4EBP1 (Thr37/39) y AMPKα total.
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3- La estimulación de CCR7 induce la fosforilación e inhibición de AMPK. 
Como CCR7 induce supervivencia en las CDs, nos planteamos la posibilidad de que 
este receptor pudiera promover señalización intracelular que inhibiera la actividad 
de AMPK, como mecanismo adicional de control de la supervivencia. Para estudiar si 
CCR7 regula la actividad de AMPK, las CDs humanas se estimularon con CCL21. A 
continuación, se examinó el estado de activación de AMPK analizando el nivel de 
fosforilación en la Ser485 (fosforilación inhibitoria), en la Thr172 (fosforilación 
activadora) y el nivel de fosforilación de la diana ACC. 
Como se puede observar en las figuras 12A y 12B la estimulación de las CDs con 
CCL21 induce una rápida fosforilación de AMPK en la Ser485, que va acompañada de 
una bajada de los niveles de fosforilación de AMPK en la Thr172 y de ACC en la Ser79.  
Esta descrito que AMPK tiene capacidad de autofosforilarse en la Ser485 132. Para 
saber si CCR7 estaba induciendo la fosforilación inhibitoria de AMPK directamente o 
si estaba activando a AMPK para que se autofosforilara en esta posición usamos el 
Compound C, un inhibidor de AMPK. El  proceso de autofosforilación se descartó 
debido a que los experimentos mostraron que las CDs estimuladas con CCL21 
Figura 12: La estimulación de CCR7 induce la fosforilación e inhibición de AMPK: A: CDs 
humanas mantenidas en RPMI/0,1% BSA fueron estimuladas con CCL21 durante diferentes 
tiempos. A continuación, las células fueron lisadas y analizadas por Western Blot con 
anticuerpos anti fosfo-AMPK (Ser485) o AMPK total. B: Análisis de CDs tratadas como en el 
apartado A y analizadas con anticuerpos anti fosfo-ACC (Ser79), fosfo-AMPK (Thr172) o AMPKα
total. C: Análisis de CDs tratadas como en el apartado A pero a las que se pretrataron o no 
durante 1 h con Compound C (Comp. C, 20µM). Posteriormente los lisados se analizaron con 
anticuerpos anti fosfo-AMPK (Ser485) o AMPK total. D: Análisis con anticuerpos anti fosfo-
AMPK (Thr172) y AMPKα total de alícuotas de las muestras del apartado C. 
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presentaban el mismo grado de fosforilación en la Ser485 en presencia y ausencia 
de Compound C, a pesar de que este inhibidor bloqueó por completo la actividad de 
AMPK (figura 12C y 12D). 
4- La activación de AMPK induce apoptosis in vivo en CDs de ratón en los 
ganglios linfáticos.  
Los resultados obtenidos acerca del papel pro-apoptótico de AMPK en las CDs 
fueron obtenidos in vitro. Quisimos replicar estos resultados en un modelo in vivo. 
Para ellos usamos un modelo de ratón en el que se analiza la apoptosis de las CDs en 
los ganglios poplíteos 177. Sin embargo, antes de realizar este experimento 
Figura 13: La activación de AMPK induce apoptosis en CDs de ratón. A: CDs de ratón se 
mantuvieron durante 2 h en RPMI/0,1 % BSA en ausencia o presencia de AICAR (1 mM) o 
A769662 (25 µM). Una alícuota de cada uno de los tratamientos se extrajo y se analizó por 
Western Blot con anticuerpos anti fosfo-AMPKα (Thr172), fosfo-ACC (Ser79), AMPKα total y β-
actina. B: Incremento relativo del número de células apoptóticas de CDs tratadas como en el 
apartado A y adheridas sobre cristales recubiertos de poliornitina y teñidas con Hoechst 
33342. Los resultados muestran el valor de la media ± SD. (n=6). C: Fotos representativas de 
CDs tratadas como en el apartado B. Las flechas señalan núcleos condensados o 
fragmentados que se corresponden con células muertas. D: Las CDs en RPMI con un 0,1 % de 
BSA fueron estimuladas con CCL21 o CCL19 durante 5 ó 10 min. A continuación, fueron lisadas 
y analizadas por Western Blot con anticuerpos anti fosfo-AMPK (Ser485), AMPK total y β-
actina.
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comprobamos primero que los resultados obtenidos in vitro acerca del efecto de 
AMPK sobre las CDs humanas eran reproducibles en ratón. 
En primer lugar, analizamos la eficacia de nuestros activadores farmacológicos en 
las CDs de ratón. Para ello, tratamos las CDs maduras de ratón con AICAR ó 
A769662 y analizamos primero su capacidad de activar a AMPK y, después, si la 
activación de AMPK también induce apoptosis en las CDs de ratón. Como se 
muestra en la figura 13A, los activadores son capaces de inducir una activación 
eficiente de AMPK cuando se mide la fosforilación de AMPK en la Thr172. Además, al 
igual que ocurre con las CDs humanas, cuando se cuantifican los núcleos picnóticos 
de las CDs de ratón tratadas o no con los activadores se aprecia un aumento de 
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Figura 14: La activación de AMPK induce apoptosis en CDs in vivo. A: Esquema del protocolo 
experimental. Se inyectaron 2 x 106 CDs marcadas con CFSE en las almohadillas de las patas 
traseras de los ratones receptores. Después de 36 h se inyectaron de manera intraperitoneal 
100 µmol de A769662 o un volumen equivalente del solvente (DMSO) a los ratones. Pasadas 
otras 4,5 h se inyectó el SR-FLIVO de manera intravenosa. Tras 1 h los ratones fueron 
sacrificados y se les extrajeron los ganglios poplíteos que fueron fijados y analizados con un 
microscopio confocal multifotón. B: Imágenes representativas del marcaje con SR-FLIVO y 
CFSE de CDs de ganglios de animales tratados con A769662 o con DMSO. C: Cuantificación de 
la fluorescencia de las CDs. Se muestran los valores de amplitud máxima del SR-FLIVO sobre la 
amplitud máxima del CFSE de las CDs de dos experimentos independientes.
RESULTADOS
58
células apoptóticas (figuras 13B y 13C). Por lo tanto, se puede concluir que AMPK es 
una molécula pro-apoptótica también en las CDs de ratón en cultivo. Asimismo, 
observamos que, al igual que ocurre con las CDs humanas,  la estimulación de CCR7 
en las CDs murinas también induce inhibición de AMPK mediante su fosforilación en 
la Ser485 (figura 13D).  
Una vez comprobado que los resultados obtenidos in vitro sobre el papel de AMPK 
en las CDs humanas y de ratón eran equivalentes, procedimos a realizar los 
experimentos in vivo. La figura 14A muestra el esquema resumen del protocolo 
experimental que usamos. Brevemente: 2x106 CDs de ratón marcadas con el 
colorante intravital CFSE se inyectaron en las patas traseras de ratones C57BL6. 
Pasadas 36 horas (tiempo suficiente para que las CDs alcancen los ganglios) se 
inyectó intraperitonealmente A769662 ó su solvente (DMSO) a los ratones 65. Se 
dejaron pasar otras 4,5 horas para que el activador farmacológico hiciera efecto 
sobre las CDs y se inyectó de manera intravenosa el inhibidor fluorescente de 
caspasas SR-FLIVO. Una hora después, los animales fueron sacrificados y se 
extrajeron sus ganglios poplíteos que se analizaron por microscopia multifotón. En 
las figuras 14B y 14C se muestra el resultado de la cuantificación de las imágenes 
obtenidas, en las que se aprecia como las CDs de los ganglios tratados con A769 
tienen de media una intensidad máxima de fluorescencia del SR-FLIVO mayor que 
las CDs de los ganglios de los ratones control. Por tanto, AMPK también juega un 
papel pro-apoptótico en las CDs in vivo. 
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Figura 15: La fosforilación inhibitoria de AMPK inducida por CCR7 está mediada por las 
subunidades Gαi y Gβγ de la proteína G. A: CDs humanas en RPM/0,1% BSA fueron tratadas o no 
con la toxina pertussis (PTX, 100 ng/ml, 3 h) y estimuladas o no 5 min con CCL21. A continuación, 
las células fueron lisadas y analizadas por Western Blot con anticuerpos anti fosfo-AMPK 
(Ser485), fosfo ERK1/2 (Thr-202/Tyr-204 ERK1; Thr-185/Tyr-187 ERK2) o anti ERK2 total. B: CDs 
tratadas o no con Galleina (500 µM, 15 min) fueron estimuladas con CCL21 como en el apartado 
A y analizadas con anticuerpos anti fosfo-AMPK (Ser485), fosfo ERK1/2 (Thr-202/Tyr-204 ERK1; 
Thr-185/Tyr-187 ERK2) o ERK2 total. En ambos casos se muestra un experimento representativo 
de 3 realizados.
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5- La inhibición de AMPK inducida por CCR7 está mediada por Gαi, Gβγ, 
MEK y ERK.
Nuestro siguiente objetivo fue caracterizar la ruta de señalización empleada por 
CCR7 para inhibir a AMPK. Comenzamos por intentar identificar la familia de la 
subunidad α de la proteína G responsable de transmitir la señal desde CCR7, para lo 
que se empleó la toxina Pertussis que actúa inhibiendo específicamente a las 
proteínas de la familia Gαi. Se realizaron experimentos pretratando las CDs o no con 
la toxina Pertussis y estimulándolas posteriormente con CCL21, para analizar a 
continuación el grado de fosforilación en la Ser485 de AMPK. Como control de la 
actividad del inhibidor se comprobaron los niveles de fosforilación de ERK1/2, cuya 
actividad se sabe que está regulada por Gαi 65. Como se puede ver en la figura 15A, 
la inhibición de la actividad de la subunidad Gαi va acompañada de un bloqueo casi 
completo de la estimulación de p-AMPK Ser485.
Una vez comprobada la implicación de Gαi en la transmisión de la señal inhibitoria 
desde CCR7 hasta AMPK, analizamos el papel de las otras dos subunidades de las 
proteínas G: las subunidades β y γ. Para ello, pretratamos las CDs humanas con 
Galleina, un inhibidor específico de estas dos subunidades y, posteriormente, 
estimulamos las CDs con CCL21. Como se sabe que la fosforilación de ERK1/2 
también es dependiente de la actividad de Gβγ, nuevamente analizamos esta 
quinasa como control de la correcta actividad del inhibidor 65. En la figura 15B se 
muestra cómo la estimulación de la fosforilación en la Ser485 de AMPK también es 
dependiente de la actividad de las subunidades βγ de la proteína G.
Figura 16: La fosforilación inhibitoria de AMPK inducida por CCR7 no está mediada por Akt, 
S6k ni PKA. A: CDs humanas en RPMI/0,1% BSA fueron pretratadas o no con Akti (5 µM), RAPA 
(10 nM), or KU0063794 (Ku, 500 nM) durante 60 min y, posteriomente fueron, estimuladas o 
no 5 min con CCL21. A continuación, las CDs fueron lisadas y analizadas por Western Blot con 
anticuerpos anti fosfo-AMPK (Ser485), AMPK total, fosfo-S6K (thr389), S6K total y fosfo-Akt 
(Ser473). B: CDs estimuladas con CCL21 (15 nM, 5 min), o tratadas con dibutiril-cAMP (Dib 
cAMP, 500 nM) o con bromo-cAMP (Br cAMP, 200 µM) durante 60 min fueron lisadas y 
analizadas por Western Blot con anticuerpos anti fosfo-AMPK (Ser 485), fosfo-CREB (Ser133) y 
AMPK total.
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A continuación, analizamos las moléculas implicadas en la inhibición de AMPK por 
debajo de la proteína Gαi. Hasta la fecha se han descrito tres quinasas capaces de 
llevar a cabo la fosforilación de AMPK en la Ser485: Akt, S6K y PKA 132, 136, 181. En el 
laboratorio habíamos descrito previamente la implicación de Akt y S6k en el módulo 
inductor de supervivencia que se activa en respuesta a la estimulación de CCR7 en 
las CDs (figura 2, página 22) 69. Además, la actividad de Gαi y de Gβγ son esenciales 
para la activación de dicho módulo. Por ello, Akt y S6k eran nuestras principales 
candidatas para ser las responsables de la fosforilación de AMPK y decidimos 
comenzar por estudiar a estas dos quinasas. 
Para examinar la implicación de Akt empleamos un inhibidor específico de Akt1 y 
Akt2 (Akti). Se realizó un pretratamiento de las CDs seguido de su estimulación con 
CCL21, comprobándose posteriormente el efecto del inhibidor mediante el análisis 
los niveles de fosforilación de Akt en la Ser473 (fosforilación activadora). En la 
figura 16A se muestra como el bloqueo de la activación de Akt no afecta a la 
estimulación de la fosforilación de AMPK en la Ser485. 
Analizamos si S6K pudiera ser la responsable de fosforilar e inhibir a AMPK. Para 
ellos inhibimos a S6K mediante el bloqueo con dos agentes farmacológicos de las 
quinasa mTORC1, que regula la actividad de S6K.: Rapamicina o KU0063794. Para 
comprobar que estos agentes farmacológicos bloqueaban a S6K empleamos 
anticuerpos contra una forma activa y fosforilada (Thr389) de S6K. Tras la 
estimulación de CCR7 los dos inhibidores farmacológicos inhibieron por completo la 
activación de S6K, pero no afectaron a la fosforilación de AMPK (figura 16A). 
Descartadas las quinasas Akt y S6K como responsables de la fosforilación de AMPK 
quedaba PKA como candidata. Para comprobar si PKA era la quinasa reguladora de 
AMPK sometimos a las CDs a un tratamiento con dos activadores de PKA análogos 
del AMP cíclico (cAMP): dibutiril-cAMP y bromo-cAMP. Como control positivo de la 
activación de PKA y de AMPK estimulamos a las CDs con CCL21 y analizamos el 
grado de activación de PKA empleando anticuerpos frente a una de sus dianas, el 
factor de transcripción CREB (figura 16B). De esta manera pudimos observar cómo 
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Figura 17: Cinéticas de fosforilación de 
AMPK, MEK1/2 y ERK1/2: A: CDs humanas 
mantenidas en RPMI con 0,1% BSA fueron 
estimuladas con CCL21 durante diferentes 
tiempos. A continuación, fueron lisadas y 
analizadas por Western Blot con anticuerpos 
anti fosfo-AMPK (Ser485), fosfo-MEK1/2 (Ser-
217/221), fosfo-ERK1/2 (Thr-202/Thr-204 ERK1; 
Thr-185/Tyr-187 ERK2) y AMPKα total.
RESULTADOS
61
A
CCL21
Control UO126
p-AMPK (S485)
-Tubulina
p-ERK1 (T202/Y204)
p-ERK2 (T185/Y187)
+ +
Control PD
p-AMPKα (S485)
-Tubulina
CCL21
p-ERK1 (T202/Y204)
p-ERK2 (T185/Y187)
+ +
C
Contro UO
CCL21
p-
A
M
PK
 
(in
cr
em
en
to
 re
la
tiv
o)
2
1.5
1
0.5
0
2.5
p=0,0006
ns
+ +
B p=0,0435
p-
A
M
PK
 
(in
cr
em
en
to
 re
la
tiv
o)
Control PD
CCL21
ns
+ +
2
1.5
1
0.5
0
2.5
3
D
Figura 18: La fosforilación inhibitoria de AMPK inducida por CCR7 está mediada por MEK1/2. 
A: CDs humanas en RPMI/0,1 % BSA fueron tratadas o no con UO126 (2,5 µM, 60 min) y 
estimuladas 5 min con CCL21. A continuación, fueron lisadas y analizadas por Western Blot con 
anticuerpos anti fosfo-AMPK (Ser485), fosfo-ERK1/2 (Thr-202/Tyr-204 ERK1; Thr-185/Tyr-187 
ERK2) o tubulina B: Cuantificación del incremento en la fosforilación de AMPK (Ser485) de CDs 
tratadas como en el apartado A. C: CDs en RPMI/0,1% de BSA fueron tratadas o no con 
PD325901 (PD, 1 µM, 60 min) y estimuladas con CCL21  (5 min) y lisadas como en el apartado A. 
A continuación, fueron analizadas por Western Blot con anticuerpos anti fosfo-AMPK (Ser485), 
fosfo-ERK1/2 (Thr-202/Tyr-204 ERK1/Thr-185/Tyr-187 ERK2) o α-tubulina. D: Cuantificación del 
incremento en la fosforilación de AMPK (Ser485) de CDs tratadas como en el apartado C. Los 
resultados muestran el valor de la media ± SD. ns, indica diferencias no significativas.
la fosforilación de AMPK en la Ser485 aumentaba en respuesta a la estimulación de 
CCR7, pero no en respuesta al tratamiento con los activadores de PKA. Estos 
resultados sugieren que PKA no media los efectos de CCR7 sobre AMPK.  
Para tratar de encontrar la vía de señalización implicada en la inhibición de AMPK, 
decidimos seguir buscando candidatos entre las moléculas ya descritas en las rutas 
de señalización activadas en respuesta a la activación de CCR7 (figura 2).  Puesto 
que no habíamos observado ningún efecto sobre la inducción de la fosforilación de 
AMPK en la Ser485 con los inhibidores de Akt, descartamos las moléculas del 
módulo regulador de supervivencia y decidimos continuar buscando entre las 
proteínas implicadas en el módulo regulador de la quimiotaxis. 
Para ello comenzamos por estudiar a MEK1/2 y ERK1/2, dos de las quinasas claves 
implicadas en el módulo regulador de la quimiotaxis (figura 2, página 22). 
Realizamos un estudio comparando las cinéticas de fosforilación de AMPK, MEK1/2 y 
ERK1/2 en respuesta a la estimulación de CCR7 con CCL21. Como muestra la figura 17, 
se observó activación de ERK1/2 muy rápidamente, desde los primeros 30 segundos, 
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alcanzándose el máximo de activación a los 2 minutos. Esta cinética es compatible 
con la observada para la fosforilación de AMPK en la Ser485 que empieza a ser 
detectable a partir del primer minuto y alcanza el máximo a los 2 minutos. Por tanto, 
la cinética de la activación de la ruta de MEK1/2 y ERK1/2 parece preceder a la de la 
fosforilación de AMPK y ello es compatible con la hipótesis de que MEK1/2 y ERK1/2 
estén regulando la actividad de AMPK. 
A continuación, analizamos directamente la implicación de MEK1/2 en la 
Figura 19: La fosforilación inhibitoria de AMPK inducida por CCR7 está mediada por ERK1/2. A: 
CDs humanas en RPMI/0,1% BSA fueron tratadas o no con el inhibidor CAYMAN (CAY, 20 µM, 
2,5 h) y estimuladas o no 5 min con CCL21. A continuación, fueron lisadas y analizadas por 
Western Blot con anticuerpos anti fosfo-AMPK (Ser485), AMPK total, fosfo-ERK1/2 (Thr-
202/Tyr-204 ERK1; Thr-185/Tyr-187 ERK2) o ERK2 total. B: Cuantificación del incremento en la 
fosforilación de AMPK (Ser485) de CDs tratadas como en el apartado A. C: CDs en RPMI/0,1% 
de BSA fueron tratadas o no con FR180 (100 µM, 60 min), estimuladas con CCL21 y lisadas 
como en el apartado A. A continuación, fueron analizadas por Western Blot con anticuerpos 
anti fosfo-AMPK (Ser485), fosfo-ERK1/2 (Thr-202/Tyr-204 ERK1; Thr-185/Tyr-187 ERK2) o α-
ERK1/2 total. D: Cuantificación del incremento en la fosforilación de AMPK (Ser485) de CDs 
tratadas como en el apartado C. E: CDs tratadas como en el apartado A salvo por el inhibidor 
empleado que fue el péptido inhibidor (Pep. Inh., 50µM, 60 min). A continuación, fueron 
analizadas por Western Blot con anticuerpos anti fosfo-AMPK (Ser 485), fosfo-ERK1/2 (Thr-
202/Tyr-204 ERK1/Thr-185/Tyr-187 ERK2) o α-actina. F: Cuantificación del incremento en la 
fosforilación de AMPK (Ser485) de CDs tratadas como en el apartado E. Los resultados 
muestran el valor de la media ± SD (n=5), ns indica diferencias estadísticamente no 
significativas.
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fosforilación de AMPK en la Ser485 mediante el uso de PD325901 y UO126, dos 
inhibidores selectivos de MEK1/2. Para analizar la eficacia de estos inhibidores sobre 
MEK1/2 estudiamos el nivel de fosforilación en las Ser217/221 de su diana ERK1/2 en 
respuesta a la estimulación de las CDs con CCL21. En la figura 18 se puede ver como 
ambos inhibidores no solo bloquean eficazmente la activación de MEK1/2 inducida 
por CCR7, sino que también anulan completamente la fosforilación de AMPK en la 
Ser485. 
Hasta la fecha, ERK1/2 es el único sustrato descrito de MEK1/2. Por lo tanto, si 
MEK1/2 está implicado en la inhibición de AMPK inducida por CCR7 era de esperar 
que también lo estuviera ERK1/2. Para comprobarlo realizamos experimentos en los 
que analizamos los niveles de fosforilación de AMPK tras reducir los niveles de ERK1 
o ERK2 con siRNAs. Sin embargo, aunque probamos varios siRNAs que presentaban 
una gran eficacia reduciendo los niveles de ERK1 y ERK2 en células HL60, no 
conseguimos reducir los niveles de estas dos quinasas cuando los empleamos sobre 
las CDs. De esta manera, decidimos cambiar de estrategia y llevar a cabo los 
experimentos con tres inhibidores farmacológicos de Erk: CAYMAN, FR180 y el 
péptido inhibidor de ERK. Las CDs fueron pretratadas con cada uno de estos 
inhibidores y posteriormente fueron estimuladas con CCL21 durante 5 minutos. En 
los tres casos la inhibición de ERK1/2 estuvo acompañada de la inhibición de la 
fosforilación de AMPK en la Ser485 (figura 19).  
Se ha descrito que tanto ERK1/2 como su sustrato RSK son capaces de fosforilar e 
inhibir a LKB1 en la Ser428 182 . Para comprobar si ese era nuestro caso y ERK1/2 
pudiera estar inhibiendo a la quinasa activadora de AMPK, como mecanismo 
complementario a la inhibición directa de AMPK analizamos si la inhibición de 
MEK1/2 y Erk1/2 podría regular la fosforilación de LKB1. Para este fin realizamos 
experimentos de inhibición en presencia de PD325901 y analizamos los niveles de 
fosforilación de LKB1. Sin embargo, ni los niveles de fosforilación en la Ser428 de 
Figura 20: ERK1/2 no inhibe a AMPK mediante la 
inhibición de LKB1. A: CDs humanas en RPMI / 0,1% 
BSA fueron tratadas o no con PD325901 (PD, 1µM) 
durante 60 min y estimuladas 5 min con CCL21. A 
continuación, fueron lisadas y analizadas por Western 
Blot con anticuerpos anti fosfo-LKB1 (Ser428), fosfo-
ERK1/2 (Thr-202/Tyr-204 ERK1;Thr-185/Tyr-187 ERK2) o 
α-actina. B: Cuantificación del incremento en 
lafosforilación de LKB1 (Ser428) de CDs tratadas como 
en el apartado A. Los resultados muestran el valor de 
la media ± SD (n=5), ns indica diferencias 
estadísticamente no significativas.
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LKB1 variaban al estimular las CDs con CCL21 ni tampoco parecían alterarse tras el 
tratamiento con el inhibidor de MEK1/2, por lo que no parece probable que ERK 
pueda bloquear la activación de AMPK como mecanismo complementario a la 
inhibición (figura 20).
Para confirmar los resultados bioquímicos obtenidos con los inhibidores decidimos 
analizar también, a nivel funcional, el efecto de la inhibición de MEK1/2 y ERK1/2, ya 
que si, efectivamente, MEK1/2 y ERK1/2 mediaban los efectos inhibitorios sobre 
AMPK también debían inhibir la apoptosis. Para confirmar esta hipótesis, 
analizamos si la inhibición de MEK1/2-ERK1/2 podría reducir los efectos promotores 
de la supervivencia de CCR7. Analizamos la apoptosis de las CDs tras 30 horas de 
estimulación con CCL21 en presencia o ausencia de un inhibidor de MEK1/2 (UO126), 
un inhibidor de ERK1/2 (CAYMAN) o de un inhibidor de Akt (Akti), que fue empleado 
como control positivo de inducción de apoptosis. Estos experimentos mostraron 
que tanto el inhibidor de MEK1/2 como el inhibidor de ERK1/2 bloqueaban 
parcialmente la supervivencia inducida por CCR7 (figura 21). Por tanto, confirmamos 
a nivel funcional como MEK1/2 y ERK1/2 podía modular los efectos pro-apoptóticos 
de AMPK. 
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Figura 21: MEK1/2 y ERK1/2 median parcialmente la supervivencia de las CDs inducida por CCR7. 
A: CDs humanas maduras se mantuvieron en RPMI/10% FBS solas o en presencia del inhibidor de 
Akt, Akti (5 µM), de MEK1/2, o de ERK ½, UO126 (1 µM) o CAYMAN (20 µM) y estimuladas o no 
con CCL21. Pasadas 30 h las CDs se adhirieron a cristales recubiertos de poliornitina, se fijaron, 
permeabilizaron y tiñeron con Hoechst 33342. Se representa la reducción del número de células 
apoptóticas con respecto al control de CDs en RPMI/0,1% de BSA y sin ningún tratamiento 
suplementario. Los resultados muestran el valor de la media ± SD (n=5).
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6- ERK y AMPK están asociados  
Una vez establecida la ruta bioquímica que controla la inhibición de AMPK inducida 
por CCR7 estudiamos si MEK1/2 y ERK1/2 pudieran estar induciendo la fosforilación 
de AMPK mediante una interacción directa entre estas moléculas. 
En primer lugar, realizamos inmunofluorescencias dobles de ERK1/2 y AMPK y de 
MEK1/2 y AMPK en CDs humanas estimuladas o no con CCL21. La figura 22 muestra 
como ERK1/2 colocaliza con AMPK en el citoplasma de las CDs independientemente 
de que hayan sido estimuladas o no. En cambio, MEK1/2 no colocaliza con AMPK en 
ninguno de los dos casos. 
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Figura 22: ERK1/2 y AMPK colocalizan en el citoplasma de las CDs. A: CDs humanas en RPMI con 
0,1% BSA adheridas sobre cristales recubiertos de poliornitina fueron estimuladas o no 5 min 
con CCL21. A continuación, las células fueron fijadas con paraformaldehido, permeabilizadas y 
marcadas con anticuerpos anti ERK1 y anti AMPKα1 o anti MEK1 y anti AMPKα1. Las tinciones 
fueron analizadas por microscopia confocal, realizando fotos en el plano z cada 1 µm. Se 
muestra la proyección máxima de células representativas para cada tratamiento y tinción.
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Puesto que las inmunofluorescencias no tienen resolución suficiente para 
determinar si dos proteínas interaccionan decidimos realizar una 
inmunoprecipitación de AMPK que podría mostrar si esta quinasa asociaba con ERK. 
Inmunoprecipitamos el AMPK endógeno de CDs estimuladas o no con CCL21 
durante 5 minutos y posteriormente analizamos por Western Blot la presencia de 
ERK1 en los inmunoprecipitados. Como control negativo incluimos un tercer punto 
en el que se realizó la inmunoprecipitación con un anticuerpo anti G5. La figura 23
muestra como ERK1 efectivamente co-inmunoprecipita con AMPK, indicando que 
ambos forman parte de un mismo complejo de señalización.
Para averiguar si dentro de ese complejo de señalización AMPK y ERK pudieran 
estar en contacto directo decidimos emplear la técnica de PLA (Proximity Ligation 
Assay). El tratamiento de las muestras mediante esta técnica permite detectar 
proteínas que se encuentran a menos de 40 nm mediante el análisis de la 
fluorescencia de la muestra. Aunque la técnica se describe con más detalle en la 
sección de materiales y métodos, esta se basa en el marcaje de la muestra con 
anticuerpos primarios contra las dos proteínas de interés y el marcaje de estos 
anticuerpos primarios con unas sondas que generan fluorescencia exclusivamente 
cuando las dos proteínas de interés se encuentran a menos de 40 nm. 
En este caso realizamos el experimento con anticuerpos anti ERK1 y anti AMPKα1 en 
CDs estimuladas o no con CCL21. Como control positivo realizamos el experimento 
empleando anticuerpos anti MEK1 y anti ERK1 y como control negativo empleamos 
CDs que fueron incubadas con uno solo de los anticuerpos. En la figura 24 se puede 
apreciar como cuando las CDs son estimuladas con CCL21 se genera una señal 
fluorescente roja en el interior de las CDs, indicando que ERK1 y AMPK se 
encuentran a menos de 40 nm de distancia.
En resumen, los resultados sugieren que ERK1/2 regula la actividad de AMPK en un 
complejo de señalización del que ambas quinasas forman parte. 
Figura 23: ERK1/2 co-inmunoprecipita 
con AMPK. Un mismo número de CDs 
fueron estimuladas 5 min con CCL21 
para, a continuación, realizar una 
inmunoprecipitación con un 
anticuerpo anti AMPK o anti Gγ5, en el 
control negativo. Los inmuno-
precipitados se analizaron por 
Western Blot con anticuerpos anti 
ERK1 y anti AMPK. Como control 
positivo de expresión se usó un lisado 
de CDs. 
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Figura 24: AMPK interacciona con ERK1/2. A: CDs humanas en RPMI/0,1% BSA adheridas sobre 
cristales recubiertos de poliornitina fueron estimuladas o no 5 min CCL21. A continuación, 
fueron fijadas, permeabilizadas, bloqueadas y marcadas con anticuerpos anti ERK1 y anti 
AMPKα1. Posteriormente fueron marcadas con las sondas PLA anti rabbit-MINUS y anti goat-
PLUS. Se muestran las imágenes representativas de las proyecciones máximas de la señal de las 
sondas y del Hoechst 33342 y de su superposición con las imágenes del DIC, así como la 
cuantificación de la señal obtenida por célula. B: Control positivo. CDs tratadas como en el 
apartado A con la diferencia de que fueron teñidas con anti ERK1 y anti MEK1 y de que las 
sondas empleadas fueron anti rabbit-MINUS y anti mouse-PLUS. C: Control negativo del 
apartado B. CDs tratadas y marcadas como en el apartado B con la diferencia de que fueron 
marcadas solo con uno de los anticuerpos primarios o con ninguno. D: Control negativo del 
apartado A. Las CDs fueron tratadas y marcadas como en el apartado A pero con uno solo de 
los anticuerpos primario o con ninguno de ellos. Las barras de las escalas equivalen a 20 µm. Los 
resultados muestran el valor de la media ± SD .
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DISCUSIÓN
Para que se desencadene una respuesta inmunológica adaptativa las CDs maduras 
deben migrar desde los tejidos periféricos hasta los ganglios linfáticos y una vez allí, 
activar a los linfocitos T. El receptor de quimioquinas CCR7 guía la migración de las 
CDs hasta los ganglios linfáticos siguiendo un gradiente de sus dos ligandos CCL19 y 
CCL21. CCR7 no solo regula la quimiotaxis en las CDs, sino que también regula otras 
funciones de estas células, incluyendo la velocidad migratoria, la citoarquitectura, la 
endocitosis, la maduración y la supervivencia 11, 65, 68. Previamente, se ha descrito 
cómo CCR7 induce supervivencia activando la ruta de PI3K y Akt. La activación de 
Akt induce supervivencia mediante la activación del factor de transcripción NF-kB 
que induce un aumento de expresión de Bcl-xl, un miembro pro-supervivencia de la 
familia Bcl2. Al mismo tiempo, Akt inhibe la activación de GSK3 y del factor de 
transcripción FOXO1, lo que permite mantener bajos los niveles de expresión de la 
proteína pro-apoptótica Bim 69, 70. 
Con el objetivo de conocer con más detalle los mecanismos que regulan la 
supervivencia de las CDs decidimos analizar el papel de la quinasa AMPK. Esta 
proteína puede promover la supervivencia o la apoptosis dependiendo del estímulo 
y del tipo celular. Por ejemplo, durante el desarrollo de los linfocitos T, se ha visto 
que en timocitos doble positivo AMPK induce supervivencia, mientras que en 
células hepáticas su activación prolongada induce apoptosis 164, 178. Otro ejemplo de 
la dualidad de esta enzima es su papel en neuronas, donde su activación crónica y 
prolongada induce apoptosis mientras que ante situaciones de carencia temporales 
de energía induce supervivencia 165.  
En el caso de las CDs humanas, mediante el empleo de dos activadores 
farmacológicos de AMPK (AICAR y A769662) comprobamos que en estas células 
AMPK induce muerte celular. Estos resultados fueron corroborados con el empleo 
de un siRNA específico de AMPK que mostró como la reducción de los niveles de 
AMPK induce un descenso a la mitad en la mortalidad de las CDs. 
Aunque la apoptosis es el tipo de muerte celular programada más estudiada 
analizamos si AMPK pudiera estar induciendo algún otro tipo de muerte celular. 
AMPK tiene un conocido papel en la regulación de la autofagia y, de hecho, son 
varios los trabajos que muestran que AMPK puede inducir muerte de tipo 
autofágica 183, 184. Además, AMPK puede inducir la formación del inflamasoma, un 
complejo proteico que se forma durante el desarrollo de la muerte piroptótica 185. 
Para esclarecer qué tipo de muerte celular podría inducirse por la activación de 
AMPK estudiamos más en profundidad sus características. Se trata de una muerte 
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que está mediada por caspasas, ya que por un lado la activación de AMPK induce la 
activación de la caspasa 3, y, por otro, el pretratamiento de las CDs con el inhibidor 
de caspasas Z-VAD-MNK protege a las CDs de la muerte inducida por AMPK. 
Además, la muerte que experimentan las CDs en respuesta a la activación de AMPK 
incluye un proceso de picnosis del núcleo y de fragmentación del ADN. Todo ello 
nos lleva a concluir que se trata de una muerte apoptótica. 
La apoptosis puede ser intrínseca (mitocondrial) o extrínseca (dependiente de 
receptores de muerte), dependiendo del origen de los estímulos que la inducen. Se 
ha observado que, en células de cáncer de mama privadas de estrógenos, AMPK 
puede mediar ambos tipos de apoptosis, tanto intrínseca como extrínseca, es por 
ello que decidimos examinar cuál de ellas estaba siendo activada en las CDs 163. Para 
ello analizamos la activación de la caspasa 8, la caspasa iniciadora que media la 
apoptosis extrínseca. Sin embargo, no observamos activación de dicha caspasa ni 24 
ni 33 horas después de la activación de AMPK, a pesar de que sí se observa 
activación de la caspasa 3 (caspasa efectora) a las 33 horas. Todo ello nos lleva a 
sugerir que AMPK induce una apoptosis de tipo intrínseco en las CDs.  
Finalmente validamos estos resultados en CDs de ratón. Primero observamos 
mediante experimentos in vitro que la activación de AMPK induce picnosis y 
fragmentación nuclear de igual manera que en las CDs humanas. Después, usando 
un modelo in vivo en el que se empleó un inhibidor de caspasas fluorescente para 
detectar las CDs apoptóticas comprobamos que el activador de AMPK (A769662) 
también inducía apoptosis en las CDs localizadas en los ganglios poplíteos de los 
ratones. 
Otro de los objetivos de esta tesis doctoral fue describir los mecanismos empleados 
por AMPK para regular la apoptosis de las CDs. Estudios anteriores en nuestro 
laboratorio habían mostrado como la activación de la ruta de GSK3 y FOXO1 en las 
CDs inducen apoptosis mediante un aumento de la expresión de Bim, un miembro 
pro-apoptótico de la familia Bcl2 71. Puesto que los miembros de esta ruta eran 
buenos candidatos para ser mediadores de los efectos pro-apoptóticos de AMPK, se 
analizó el comportamiento del factor de transcripción FOXO1 en respuesta a la 
activación de AMPK. Cuando CDs transfectadas con un plásmido FOXO1-GFP fueron 
estimuladas con los activadores farmacológicos de AMPK se observó que la 
activación de AMPK induce una potente translocación de FOXO1 al núcleo. Además, 
la movilización de FOXO1 hacia el núcleo va acompañada de un aumento 
considerable de los niveles Bim. Todo ello permite sugerir que AMPK facilita la 
movilización de FOXO1 desde el citoplasma al núcleo, donde activa la maquinaria de 
apoptosis celular mediante, al menos, la inducción de la expresión de la proteína 
pro-apoptótica Bim. Esta no es la primera vez que se describe cómo AMPK regula la 
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actividad de los FOXOs, ya que, por ejemplo, estudios in vitro en células HEK293T 
muestran que AMPK puede activar a FOXO3 fosforilandolo directamente en varios 
residuos 186. Nuestros resultados también están en línea con otros estudios que 
muestran que en la apoptosis inducida por estradiol en células de cáncer de mama 
AMPK también activa la vía FOXO3-Bim como mecanismo de inducción de la 
apoptosis 163. 
Por otro lado, existen trabajos que demuestran que en células HEK293 y en HTC116 
AMPK puede regular la actividad de mTORC1 estimulando la actividad de su 
inhibidor TSC2 187, 188. AMPK también es capaz de fosforilar e inhibir directamente a 
Raptor, uno de los componentes del complejo mTORC1 188, 189. Además, estudios en 
células de cáncer de mama y de neuroblastoma demuestran que AMPK puede 
inducir la muerte celular a través de la inhibición de la actividad de mTORC1 190, 191. 
Puesto que la estimulación de CCR7 en las CDs induce activación del complejo 
mTORC1, y, además, está activación de mTORC1 está mediada por los componentes 
del módulo de inducción de la supervivencia de CCR7 en las CDs, este complejo se 
presentaba como un buen candidato para ser regulado por AMPK. Mediante el uso 
de rapamicina, un inhibidor de mTORC1, pudimos corroborar que mTORC1, al igual 
que sus quinasas reguladoras induce supervivencia en las CDs. En concordancia con 
esos resultados, también observamos que la activación de AMPK con AICAR y 
A769662 inhibe la actividad de mTORC1. Por tanto, analizando ambos resultados en 
su conjunto se puede sugerir que AMPK inhibe a mTORC1 y bloquea la señalación 
pro-supervivencia que este complejo favorece para potenciar la apoptosis de las 
CDs. 
La proteína Bcl-xl es un miembro inductor de supervivencia de la familia Bcl2. Bcl-xl 
se sobreexpresa en respuesta a la estimulación de CCR7, lo cual puede conducir a 
extender la supervivencia de las CDs69.  Existen estudios en células de cáncer de 
ovario tratadas con hispidulina que relacionan la apoptosis mediada por la 
activación de AMPK con el descenso en los niveles de Bcl-xl en estas células 192. Es 
por ello que decidimos comprobar si AMPK pudiera estar inhibiendo la expresión de 
Bcl-xl como un mecanismo adicional para promover la apoptosis en CDs. Sin 
embargo, esta hipótesis fue descartada ya que los experimentos de activación de 
AMPK con sus dos activadores farmacológicos no dieron lugar a cambios en los 
niveles de Bcl-xl.  
Otro de los principales objetivos de este trabajo fue analizar el mecanismo mediante 
el cual CCR7 regula la actividad de AMPK. En este sentido, vimos que la estimulación 
de CCR7 con CCL21 provoca un rápido proceso de fosforilación de AMPK en la 
Ser485, que conduce a la inhibición de esta quinasa, al mismo tiempo que induce 
desfosforilación en la Thr172, un residuo que mantiene a la quinasa activa Thr172 e 
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inhibición de su actividad. Estudios previos han mostrado que AMPK es capaz de 
autofosforilarse en la Ser485 por lo que contemplamos la posibilidad de que el 
incremento en los niveles de fosforilación observados en esta serina fuera debido a 
dicho proceso de autofosforilación 132. Sin embargo, nuestros experimentos con un 
inhibidor farmacológico de AMPK descartaron esta opción y confirmaron que la 
fosforilación era inducida por una molécula regulada por CCR7.  Los efectos 
inhibitorios de CCR7 sobre AMPK también fueron observados en CDs de ratón y con 
la quimioquina CCL19, el segundo ligando de CCR7.  
Todos estos resultados son consistentes con el papel desrito para CCR7 como 
receptor inductor de supervivencia en las CDs maduras. Como se mencionó 
previamente, CCR7 promueve supervivencia a través de la activación de la quinasa 
Akt 69. A su vez, una vez activada, Akt induce la fosforilación de FOXO que provoca 
su translocación desde el núcleo al citoplasma, evitando de esta manera que FOXO 
active la transcripción de Bim y lleve a cabo sus efectos pro-apoptóticos 71. Por 
tanto, tras la estimulación de CCR7, la inhibición de la actividad de AMPK, evita que 
esta quinasa, que estimula la translocación de FOXO al núcleo y la expresión de Bim, 
lleve a cabo un efecto opuesto al de Akt. Además, la inhibición de la actividad de 
AMPK también evita que esta quinasa también bloquee los efectos inductores de 
supervivencia de mTORC1. Todo ello, favorece y potencia la capacidad de CCR7 de 
aumentar la supervivencia de las CDs.  
Además de conocer los mecanismos que AMPK emplea para inducir apoptosis 
estábamos interesados en analizar los mecanismos que median la inhibición de 
AMPK inducida por CCR7.  En primer lugar, comprobamos que la inhibición de AMPK 
inducida por CCR7 está mediada por las subunidades βγ de la proteína G, así como 
por la subunidad αi. Este resultado encaja perfectamente con el modelo de 
señalización de CCR7 que ha sido estudiado hasta ahora ya que las subunidad Gαi  y 
Gβγ ya han sido implicadas en la regulación de la mayoría de las funciones reguladas 
por CCR7 como son la supervivencia, la quimiotaxis, o la citoarquitectura 65, 69. 
Previamente se ha descrito que en diferentes tipos celulares las quinasas Akt, S6K y 
PKA pueden fosforilar directamente a AMPK en la Ser485 132, 136, 181. Además, también 
se ha descrito en CDs maduras que CCR7 estimula la actividad de dos de ellas (Akt y 
S6K) y que dicha activación está mediada por Gαi y Gβγ 69. Además, tanto Akt como 
S6K forman parte de la ruta de señalización que media la inducción de supervivencia 
inducida por CCR7. Todo ello nos inducía a pensar que pudiera ser una de estas 
quinasas la responsable de fosforilar a AMPK en la Ser485 en respuesta a la 
activación de CCR7. Sin embargo, sorprendentemente, cuando se emplearon 3 
inhibidores farmacológicos que inhiben la ruta de PI3K-Akt-S6K a diferentes niveles, 
en ningún caso la fosforilación de AMPK inducida por CCR7 en las CDs resultó 
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alterada. Por tanto, se puede concluir que ni Akt, ni S6K están implicadas en la 
inhibición de AMPK inducida por CCR7. Además, los experimentos con los 
activadores de PKA también mostraron que no hay relación entre la actividad de 
PKA y los niveles de fosforilación de AMPK en la Ser485 en las CDs. 
En su lugar, los experimentos con dos inhibidores de MEK1/2 y tres inhibidores de 
ERK1/2 revelaron que tras la estimulación de CCR7, son las quinasas MEK1/2 y ERK1/2 
las encargadas de mediar la fosforilación de AMPK en la Ser485. Trabajos previos 
muestran que en células de melanoma ERK1/2 puede bloquear la activación de 
AMPK mediante la inhibición de LKB1, la principal quinasa activadora de AMPK. En 
estas células se ha visto cómo ERk1/2 es capaz de inhibir la actividad de LKB1 
induciendo su fosforilación en dos serinas inhibitorias, una de ellas es fosforilada 
directamente por el propio ERK1/2 y la otra es fosforilada por p90Rsk, una diana de 
ERK 182. En el trabajo que aquí se presenta se contempló la posibilidad de que ERK1/2 
inhibiera también en las CDs la actividad de LKB1 como mecanismo complementario 
a la inhibición directa de AMPK por fosforilación en la Ser485. Sin embargo, los 
resultados sugieren que CCR7 no induce la fosforilación en esta posición inhibidora 
de LKB1 ni que su nivel de fosforilación este regulado por ERK1/2.  
Los datos de las inmunofluorescencias, el PLA y la co-inmunoprecipitación señalan 
que ERK1/2 forma parte de un complejo de señalización que incluye a AMPK. Tras la 
estimulación de CCR7, ambas moléculas parecen aproximarse hasta quedar a una 
distancia que permite su interacción, suficiente para que ERK1/2 pudiera fosforilar a 
AMPK. Por lo tanto, tomados en su conjunto, los resultados sugieren que ERK1/2 
estaría induciendo la inhibición de AMPK de una manera directa.  
Estos resultados además parecen ser específicos de este tipo celular y de este 
receptor ya que, por ejemplo, estudios en células de la granulosa muestran que la 
estimulación de su receptor FSH induce proliferación celular mediante la 
fosforilación e inhibición de AMPK en la Ser485, sin embargo, al contrario de lo que 
ocurre con CCR7 en las CDs, esta inhibición no es dependiente de MEK1/2 y ERK1/2 
193. Por otro lado, es interesante comentar que existen otros estudios que muestran 
la relación inversa entre ERK1/2 y AMPK, es decir, que AMPK se encuentra regulando 
la actividad de ERK1/2. Además, resulta curioso que, en unos casos, como es en la 
proliferación de los queratinocitos, AMPK induce la inhibición de ERK 194. En cambio, 
en células infectadas con el circovirus porcino de tipo 2 AMPK activa a ERK1/2 como 
parte de la señalización inducida por el virus para activar la autofagia 195.  Además, 
en este último caso también se observó, igual que en el presente trabajo, que AMPK 
y ERK co-inmunoprecipitan y forman parte de un mismo complejo molecular. Todos 
estos datos ponen de manifiesto la complicada relación que existe entre ERK1/2 y 
AMPK, y como se trata de un caso más donde los mecanismos de regulación entre 
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estas dos moléculas dependen del contexto. Todo ello evidencia la imposibilidad de 
extrapolar los resultados obtenidos individualmente para cada caso y la importancia 
de conocer en detalle los mecanismos específicos empleados por cada receptor en 
cada tipo de celular. 
Los resultados obtenidos también indican que MEK1/2 y ERK1/2 pueden inducir 
supervivencia de las CDs. Hasta la fecha MEK1/2 y ERK1/2 solo habían sido implicados 
en el módulo regulador de la quimiotaxis inducida por CCR7, pero habían sido 
descartados como moléculas reguladoras de la supervivencia. Probablemente ello 
se debe a que en comparación con Akt, su aportación en la inducción de la 
supervivencia es mucho menor. De hecho, en los estudios aquí presentados de 
inhibición de la supervivencia inducida por CCL21, se ve que el inhibidor de Akt 
bloquea completamente los efectos de CCL21. En cambio, los inhibidores de MEK1/2 
y ERK1/2 solo bloquean parcialmente la supervivencia inducida por CCR7. En este 
sentido, los experimentos de inducción de apoptosis con los activadores de AMPK 
también muestran como su capacidad de inducción de apoptosis es menor que la 
observada con el inhibidor de Akt. Además, anteriormente, estos experimentos de 
análisis de la supervivencia en respuesta a CCL21 se realizaron durante cortos 
periodos de tiempo, nunca sobrepasando las 10 horas de experimento. En cambio, 
en este trabajo, para poder detectar los efectos de la inhibición de MEK1/2 y ERK1/2 
sobre la supervivencia fue necesario alargar los experimentos mucho más tiempo, 
analizándolos pasadas las 24 o incluso las 40 horas desde el inicio de los mismos 69. 
Por tanto, estos resultados muestran que CCR7 emplea, además de la ruta 
dependiente de Akt, el eje de señalización MEK-ERK-AMPK como vía 
complementaria para estimular la supervivencia de las CDs maduras.  
En el esquema de la figura 25 se presenta el modelo que resume los resultados 
obtenidos en este trabajo y cómo éstos quedan englobados dentro del entramado 
de las rutas de señalización que activa la estimulación del receptor CCR7. En este 
esquema se puede apreciar cómo los resultados obtenidos conectan los módulos 
previamente descritos de regulación de la quimiotaxis y la supervivencia. Por tanto, 
la idea que se tenía anteriormente de que los módulos actuaban de manera 
completamente independiente unos de otros ahora cambia. Al menos los módulos 
inductores de quimiotaxis y supervivencia sí están conectados y AMPK se constituye 
como una molécula responsable de la comunicación entre los dos módulos.  
Alteraciones en la correcta regulación de la supervivencia de las CDs pueden 
desencadenar diversas patologías. Ello lo demuestra el hecho de que ratones con 
CDs con una longevidad aumentada presentan una mayor activación de sus células 
linfoides y pueden acabar desarrollando síntomas de autoinmunidad 195, 196. Además, 
el aumento artificial de la apoptosis de las CDs en ratones puede provocar un estado 
77
DISCUSION
de inmunodepresión debido a que se produce una excesiva activación de la 
respuesta inmune adaptativa 197, 198. En este sentido, en algunas patologías en 
humanos, como es el caso del síndrome linfoproliferativo humano de tipo II, se han 
detectado pacientes que presentan anomalías en la regulación de la apoptosis de 
sus CDs 35. 
Figura 25: Esquema actualizado de CCR7 y sus rutas de señalización. La estimulación de CCR7 con 
CCL19 o CCL21 induce un aumento de la supervivencia, la quimiotaxis, la endocitosis, la velocidad 
migratoria y cambios en la citoarquitectura de las CDs. Previamente se había descrito que CCR7 
regula la quimiotaxis mediante la activación de MEK1/2 y ERK1/2 y que promueve supervivencia 
activando la ruta de PI3K-AktmTORC-S6K. Los nuevos resultados muestran que AMPK puede 
inducir apoptosis en las CDs mediante la inhibición del complejo anti-apoptótica mTORC1. Además, 
AMPK induce la translocación del factor de transcripción FOXO1 al núcleo desde donde puede 
inducir la expresión de la proteína pro-apoptótica Bim. La activación de CCR7 induce la inhibición 
de AMPK mediante la estimulación de su fosforilación en la Ser485, evitando que esta quinasa lleve 
a cabo sus efectos pro-apoptóticos. Además, la inhibición de AMPK inducida por CCR7 está 
mediada por la vía de Gαi/Gβγ-MEK1/2-ERK1/2 pero no por la ruta de Akt ni S6K como había sido 
descrito anteriormente en otros tipos celulares. De esta manera, AMPK queda como nexo de unión 
entre la ruta reguladora de la quimiotaxis y la ruta reguladora de la supervivencia.
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Todo ello constata la importancia de alcanzar un conocimiento preciso de los 
mecanismos que regulan la apoptosis y la supervivencia de las CDs para poder 
modularlos y conseguir una respuesta inmune adecuada, ayudando, entre otras 
cosas, a mitigar los efectos de este tipo de patologías.  
Los resultados expuestos en esta tesis doctoral, por tanto, añaden un nuevo 
componente al conjunto de mecanismos dependientes de CCR7 que promueven 
supervivencia en las CDs y señalan a AMPK como una nueva molécula susceptible de 
ser una potencial nueva diana terapéutica. Además, el hecho de que los efectos pro-
apoptóticos de AMPK y de que su regulación por parte de CCR7 sean reproducibles 
no solo en las CDs humanas sino también en las CDs de ratón sugiere que los 
funciones y mecanismos aquí descritos se encuentran conservados entre estas dos 
especies de mamíferos. 
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- AMPK juega un papel pro-apoptótico en las CDs tanto en los experimentos in 
vitro con CDs humanas como en el modelo in vivo de ratón en los ganglios 
poplíteos. 
- La apoptosis inducida por AMPK en las CDs es de tipo intrínseco t  se caracteriza 
por ser dependiente de caspasa, estimular la activación de la caspasa 3 e inducir 
picnosis y fragmentación nuclear. 
- AMPK induce apoptosis mediante al menos dos mecanismos: 
1. Inhibiendo la actividad pro-supervivencia del complejo mTORC1. 
2. Promoviendo la translocación al núcleo del factor de transcripción FOXO1 
que induce un aumento de los niveles de la proteína pro-apoptótica Bim. 
- La estimulación de CCR7 induce un rápido incremento de fosforilación AMPK en 
la posición inhibitoria Ser485. Ello se ve acompañado de una disminución de su 
actividad y de los niveles de la fosforilación activadora en la Thr172. 
- La fosforilación de AMPK en la Ser485 en las CDs no está mediada por PKA, Akt 
o S6K como había sido descrito hasta ahora en otros tipos celulares, sino por las 
quinasas MEK y ERK.  
- MEK/ERK pueden regular la supervivencia de las CDs maduras 
- ERK y AMPK parecen ser componentes de un complejo de señalización puesto  
que ERK es capaz de controlar la fosforilación de AMPK. 
- La inhibición de AMPK inducida por CCR7 facilita la supervivencia de las CDs 
inducida por CCR7. 
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ANEXO 1: ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS
4EBP1: eukaryotic translation 
initiation factor 4E-Binding Protein 1 
ACC: Acetyl-CoA Carboxisalasa 
ADN: Ácido DesoxiriboNucleico 
ADP: Adenosine DiPhosphate 
Akt: AK strain Thymoma 
Akti: inhibidor de Akt 
AMPK: AMP-activated protein Kinase 
AMP: Adenosine MonoPhosphate 
cAMP: cyclic AMP 
Apaf-1: Apoptosis Protease-inducing 
Factor 1 
Asp: Aspartico 
ATP: Adenosine TriPhosphate 
Bax: BCL2-associated X protein 
Bad: Bcl-2-Associated Death promoter 
Bcl-2: B cell lymphoma 2 
Bcl-xL: B cell lymphoma extra large 
Bid: BH3 Interacting Domain death 
agonist 
Bim: Bcl-2 interacting mediator of 
death 
BSA: Bovine Serum Albumin 
Boo: Bcl-2 homolog Of Ovary 
Br cAMP: Bromo cAMP 
CAMKK2: Calcium/Calmodulin-
dependent protein Kinase Kinase 2 
CCL: Chemokine (CC motif) Ligand 
CCR: Chemokine (CC motif) Receptor 
CDs: Células Dendríticas 
CDi: Célula Dendrítica Inmadura 
CDm: Célula Dendrítica Madura 
CREB: cAMP Response Element-
Binding 
CXCL: Chemokine (CXC motif) Ligand 
CXCR: Chemokine (CXC motif) 
Receptor
DAMPS: Danger-Associated Molecular 
Patterns  
DEPTOR: DEP domain-containing 
mTOR-interacting protein 
Desv. Est.: Desviación estándar 
Dib cAMPK: Dibutiril cAMP 
DN: Doble negativo 
DUSP: Dual-Specificity Phosphatase 
ECL: Enhanced ChemiLuminescence 
EDTA: EthyleneDiamineTetraacetic 
Acid 
Erk1/2: Extracellular signal-Regulated 
Kinase ½ 
FASL: Fas Lingando 
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FBS: Fetal Bovine Serum 
FoxO: Forkhead box class O 
FYVE: Fab 1, YOTB, Vac and EEA1 
domain 
GBP: GSK3 Binding Protein 
GDP: Guanine DiPhosphate 
GFP: Green Fluorescent Protein 
GLUT4: GLUcose Transporter type 4 
GM-CSF: Granulocyte/Macrophage 
Colony-Stimulating Factor 
GPCR: G protein-coupled Receptor 
GRK: G protein-coupled Receptor 
Kinase 
GSK: Glycogen Synthase Kinase 
GTP: Guanine TriPhosphate 
IFN: InterFeroN 
Ig: Inmunoglobulina 
IB: Inhibitor of nfF-kappa-B protein 
IL: InterLeukin 
iNOS: inducible Nitric Oxide Synthase 
IP: Yoduro de Propidio 
JNK: c-Jun N-terminal Kinase 
KDa: Kilodalton 
KID: Kinase Insert Domain 
KO: Knockout 
KSR: Kinase Suppressor of Ras 
LKB1: Liver Kinase B1 
LIMK: LIM Domain Kinase 
LPS: Lipopolisacárido 
MACS: Magnetic-Activated Cell 
Sorting 
MAPK: Mitogen-Activated Protein 
Kinase 
MEK: MAPKinase-Erk Kinase 
MHC: Major Histocompatibility 
Complex 
MLC: Myosin Light-Chain 
MLCP: MLC phosphatase 
MNK: MAP kinase iNtegrating Kinase 
MOMP: permeabilización de la 
membrana externa mitocondrial 
MP-1: MEK Partner-1 
MSK: Mitogen- and Stress-activated 
protein Kinase-1 
MST1: Mammalian Sterile20-like 1
mTOR: Mechanistic Target Of 
Rapamycin 
mTORC: Mechanistic Target Of 
Rapamycin (mTOR) Complex 
NF-κB: Nuclear Factor-κB
NK: Natural Killer 
p70S6K: 70 kDa ribosomal protein 
S6Kinase 
p90rsk: 90-kDa ribosomal S6 kinase 
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PAGE: PolyAcrylamide Gel 
Electrophoresis 
PAK1: P-21-Activated Kinase-1 
PBS: Phosphate-Buffered Saline 
PDK1: Phosphoinositide-Dependent 
protein Kinase 1 
PH: Pleckstrin Homology 
PI: PhosphatidylInositol 
PIP: PhosphatidylInositol Phosphate 
PI3K: PhosphatidylInositol 3-kinase 
PKA: Protein Kinase A 
PKC: Protein Kinase C 
PLA: Proximity ligation assay 
PRAS40: Proline-Rich Akt Substrate of 
40 kDa 
PTX: Pertussis Toxin 
PX: P40phoX domain 
PYK2: Proline-rich tyrosine Kinase 2 
RAPTOR: Regulatory-Associated 
Protein of mTOR 
Raf: Rapidly Accelerated Fibrosarcoma 
RHD: Rel Homology Domain 
RhoA: Ras HOmolog gene family, 
member A 
ROCK: Rho-associated protein Kinase 
ROS: Reactive Oxigen Species 
SDS: Sodium Dodecyl Sulfate 
Ser: SERina 
siRNA: small interfering Ribonucleic 
Acid 
SR-FLIVO: Sulforhodamine-[Val-Ala-
Asp-fluoromethylketone (VAD-FMK)] 
TAK1: Transforming growth factor β-
Activated Kinase 1 
TBS: Tris-Buffered Saline 
TBST: Tris-Buffered Saline Tween 
TCR: T Cell Receptor 
Thr: Treonina 
TLR: Toll Like Receptor 
TNF: Tumor Necrosis Factor 
TRAIL: TNF-Related Apoptosis- 
Inducing Ligand 
TSC: Tuberose Sclerosis Complex 
Tyr: Tirosina 
ZMP: 5-amino-4-
imidazolecarboxamide riboside 5'-
MonoPhosphate 
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